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8 РЕГУЛЯЦИЯ 


Общая метаболическая активность растущего микроорганиз¬ 
ма отражает одновременное действие многочисленных взаи¬ 
мосвязанных метаболических путей, как производящих энер¬ 
гию, так и биосинтетических. Каждый данный метаболический 
путь состоит из ряда отдельных реакций, катализируемых 
особыми ферментами. Продукт этого множества реакций — 
новая клетка. Для успешной конкуренции в природе необхо¬ 
димо, чтобы процесс роста был быстрым и эффективным. 
Поэтому клетка должна обладать способностью управлять 
скоростями отдельных реакций каждого метаболического 
пути и общими скоростями различных путей. Клетка может 
также вносить качественные преобразования в работу мета¬ 
болического аппарата в ответ на изменение потребностей, 
вызванное в свою очередь изменениями в окружающей среде. 
Для осуществления этих функций у микроорганизмов возник¬ 
ли многочисленные регуляторные механизмы . 

О существовании высокоразвитой системы регуляции мик¬ 
робного метаболизма свидетельствуют многие наблюдения. 
Одно из них состоит в том, что макромолекулярный состав 
бактерий зависит от питательных веществ, доступных для 
клеток. Цервое систематическое исследование этого аспекта 
регуляции было проведено почти 20 лет назад О. Маалё 
(О. Мааіѳе) и его сотрудниками на энтеробактериях, в основ¬ 
ном Salmonella typhimurium. Энтеробактерии могут синтези¬ 
ровать все клеточные компоненты из одного источника угле¬ 
рода и неорганических солей, а в качестве источников углерода 
они могут использовать множество органических соедине¬ 
ний. Некоторые из них, такие, как ацетат, метаболизируются 
медленно и поддерживают низкую скорость роста; другие, 
например глюкоза, метаболизируются быстрее и обеспечива¬ 
ют более быстрый рост. Если в среду добавлены предшест¬ 
венники макромолекул (например, аминокислоты), то рост 
идет еще быстрее. Таким образом, изменяя состав среды при 
постоянной температуре, можно добиться, чтобы время удвое¬ 
ния биомассы культуры S. typhimurium варьировало от 
20 мин до нескольких часов (при 37 °С). Более того, размер 
и состав клеток систематически изменяются в зависимости 
от скорости роста (табл. 8.1). Клетки, растущие с высокими 
скоростями, более богаты РНК, содержат меньше ДНК и 
имеют более крупные размеры, чем клетки, растущие с низ¬ 
кой скоростью. Эти изменения в составе клеток определяются 
только скоростью роста при условии, что температура остает- 
5 ся постоянной. 






ТАБЛИЦА 8.1 

РАЗМЕР И СОСТАВ КЛЕТОК SALMONELLA TYPHIMURIUM, РАСТУЩИХ 
ЭКСПОНЕНЦИАЛЬНО С РАЗЛИЧНОЙ СКОРОСТЬЮ 


Время удвое¬ 
ния биомассы, 
мин 

Средний 
вес клетки, 
мкг 


Содержание, %і 



ДНК 

общая РНК 

РРНК2 

Число 705-рибо¬ 
сом на клетку 

25 

0,77 

3,0 

31 

25 

69 800 

50 

0,32 

3,5 

22 

14 

16 300 

100 

0,21 

3,7 

18 

9 

7 100 

300 

0,16 

4,0 

12 

4 

2 000 

' В расчете на вес сухого вещества клетки. 

2 РНК, содержащаяся в рибосомах. 
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Влияние скорости роста на макромолекулярный состав 
клеток можно объяснить следующим образом: быстро рас¬ 
тущая клетка должна синтезировать белок гораздо быстрее, 
чем медленно растущая клетка* Для осуществления же син¬ 
теза белка с высокой скоростью необходимо, чтобы клетка 
содержала большее число рибосом, так как скорость синтеза 
белка одной рибосомой постоянна. Способность бактерии 
регулировать число рибосом весьма важна для поддержания 
высокой скорости роста в различных условиях. Очевидно, что 
недостаточное число рибосом будет ограничивать скорость 
роста; так же будет влиять на рост и избыток рибосом, по¬ 
скольку клетке придется заниматься непродуктивным синте¬ 
зом рибосомных белков и РНК- 

Сходным образом регулируются биосинтез и деградация 
малых молекул в бактериях, о чем свидетельствуют следую¬ 
щие данные, полученные на энтеробактериях. 

1. При росте на синтетических средах, содержащих только 
одно органическое соединение в качестве источника энергии, 
бактерии синтезируют все мономерные предшественники мак¬ 
ромолекул (например, аминокислоты) со скоростями, кото¬ 
рые точно соответствуют скоростям синтеза макромолекул. 

2. Как только какой-либо из этих мономерных предшест¬ 
венников добавляют в среду, его эндогенный синтез немед¬ 
ленно останавливается при условии, что экзогенно добавлен¬ 
ный предшественник может проникнуть в клетку. 

3. Образование ферментов, осуществляющих биосинтез 
этих мономеров, также прекращается. 

4. Бактерии часто синтезируют ферменты, ответственные 
за усвоение тех или иных органических субстратов, только 
в том случае, если эти соединения присутствуют в среде. 

5. Если имеется два органических субстрата, то бактерия 
сначала синтезирует ферменты, необходимые для усвоения 

6 соединения, которое поддерживает более быстрый рост; 









только после того, как это соединение исчерпывается, синтези¬ 
руются ферменты, необходимые для усвоения второго соеди¬ 
нения. 

БИОХИМИЧЕСКАЯ ОСНОВА РЕГУЛЯЦИИ 

В клетке имеются два различных регуляторных механизма: 
регуляция синтеза ферментов и регуляция активности фер¬ 
ментов. Оба они действуют при посредстве низкомолекуляр¬ 
ных соединений, которые либо образуются в клетке как 
промежуточные метаболиты, либо проникают в клетку из 
окружающей среды. В обоих регуляторных механизмах участ¬ 
вует особый класс белков, которые называются аллостериче¬ 
скими белками 1 . Принципиальная важность аллостерических 
белков как ключевых компонентов регуляторных систем была 
впервые отмечена Ж. Моно (J. Monod) в 1963 т. 

Аллостерические белки — это белки, свойства которых 
меняются при связывании некоторых специфических малых 
молекул — эффекторов. Следовательно, аллостерические бел¬ 
ки — медиаторы метаболических изменений, управляемых из - 
менениями концентрации молекул эффекторов. 

Существует два класса аллостерических белков: аллосте¬ 
рические ферменты, активность которых повышается или 
понижается при связывании с эффекторами, и регуляторные 
аллостерические белки, лишенные каталитической активности 
и регулирующие синтез определенных ферментов. 

Регуляторные аллостерические белки присоединяются 
к бактериальной хромосоме вблизи структурных генов, актив¬ 
ность которых находится под контролем этих белков. Связы¬ 
вание регуляторных белков с малыми молекулами эффекто¬ 
ров приводит к изменению скорости синтеза специфических 
информационных РНК, кодируемых этими генами. 

РЕГУЛЯЦИЯ 

ФЕРМЕНТАТИВНОЙ АКТИВНОСТИ 

К наиболее изученным в настоящее время аллостерическим 
белкам относятся аллостерические ферменты, примером кото¬ 
рых может служить аспартат — карбамоилтрансфераза 
(аспартаттранскарбамоилаза, или АТКаза). АТКаза катали¬ 
зирует первую реакцию биосинтеза пиримидинов (рис. 8.1). 
Ее активность ингибируется одним из конечных продуктов 
этого биосинтетического пути — цитидинтрифосфатом (ЦТФ). 
Следовательно, повышенная концентрация ЦТФ внутри клет¬ 
ки ингибирует действие АТКазы, а значит, и дальнейшее об¬ 
разование ЦТФ до тех пор, пока его концентрация не снизит- 

1 Слово аллостерический означает другой формы; оно подразумевает, 
что эффекторы, регулирующие активность какого-либо аллостерического 
фермента, отличаются по структуре от его субстрата. 
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Рис. 8.1. Аллостериче¬ 
ская регуляция первой 
реакции биосинтеза пи- 
римидинов (конденсация 
карбамоилфосфата и ас¬ 
парагиновой кислоты с 
образованием карбамо- 
иласпарагиновой кисло¬ 
ты) . Фермент, осущест¬ 
вляющий эту реак¬ 
цию, — аспартаттранс- 
карбамоилаза — алло- 
стерически ингибируется 
(сплошная линия) цити- 
динтрифосфатом, конеч¬ 
ным продуктом данной 
последовательности био¬ 
синтетических реакций. 


ся до оптимального уровня. Второй эффектор АТКазы, АТФ, 
активирует фермент и координирует таким образом синтез 
пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов. 

График зависимости скорости реакции, катализируемой 
АТКазой, от концентрации субстрата представляет собой 
S -образную кривую (рис. 8.2), а не гиперболу, типичную для 
неаллостерических ферментов (рис. 8.3). Специфическое дей¬ 
ствие аллостерического ингибитора, которое также показано 
на рис. 8.2, заключается в том, что S -образная форма кривой 
становится более выраженной и поэтому скорость реакции 
при низких концентрациях субстрата падает; такое ингибиро¬ 
вание почти совсем прекращается при повышении концентра¬ 
ции субстрата. Кроме того, S -образный характер кривой 
зависимости активности фермента от концентрации субстрата 
показывает, что фермент имеет более одного участка связы¬ 
вания молекул субстрата ( каталитические центры). Присо¬ 
единение молекулы субстрата к одному из этих центров уве¬ 
личивает способность фермента связывать дополнительные 
молекулы субстрата в других каталитических центрах, т. е. 
происходит кооперативное взаимодействие молекул субстрата 
с ферментом. Таким образом, по мере увеличения концентра¬ 
ции субстрата скорость возрастания активности фермента 
увеличивается. Такое же явление наблюдается и при связыва¬ 
нии молекул эффектора: они также кооперативно взаимодей¬ 
ствуют с регуляторными центрами фермента. 

Судя по сложности кривых, приведенных на рис. 8.2, мож¬ 
но предположить, что аллостерические ферменты всегда явля¬ 
ются белками с довольно высоким молекулярным весом и 
состоят из нескольких субъединиц. Как правило, эти субъеди¬ 
ницы идентичны, причем каждая из них содержит каталитиче¬ 
ский и регуляторный центры. Однако АТКаза состоит из 
субъединиц двух типов: одни субъединицы выполняют ката¬ 
литическую функцию, другие — регуляторную. Это позволяет 
8 особенно наглядно продемонстрировать, что аллостерический 








Скорость реакции , моль/мин Скорость реакции 



Рис. 8.2. Изменение ско¬ 
рости реакции, катализи¬ 
руемой аспартаттранс- 
карбамоилазой, в зависи¬ 
мости от концентрации 
одного из субстратов — 
аспарагиновой кислоты. 
Отметьте S -образный ха¬ 
рактер кривой. Показа¬ 
но также влияние алло¬ 
стерического ингибито¬ 
ра ЦТФ на актив¬ 
ность аспартаттранскар- 
бамоилазы. [Gerhart 
J. С, Pardee А. В., The 
enzymology of control by 
feed-back inhibition, J. 
Biol. Chem., 237, 891 

(1962).] 



Рис. 8.3. Изменение ско¬ 
рости реакции, катализи¬ 
руемой типичным неалло¬ 
стерическим ферментом 
(нуклеозиддифосфаткина- 
зой), в зависимости от 
концентрации одного из 
субстратов — АТФ. От¬ 


метьте гиперболическую 
форму кривой. [Ginther 
С. L., Ingraham J. L., 
Nucleoside diphosphokina- 
se of Salmonella typhi - 
murium, J. Biol. Chem., 
249, 3406 (1974).] 


и каталитический центры пространственно разобщены. При 
мягком химическом воздействии (например, /г-хлормеркури- 
бензоатом) АТКаза диссоциирует на субъединицы. Одна из 
них (каталитическая) обладает полной ферментативной 
активностью интактного фермента, но нечувствительна к ал¬ 
лостерическому ингибированию цитидинтрифосфатом или 
к аллостерической активации аденозинтрифосфатом. Другая 
субъединица (регуляторная) не проявляет каталитической 
активности, но обладает способностью связывать ЦТФ или 
АТФ (рис. 8.4). Таким образом, связывание ЦТФ с одной 
субъединицей ингибирует специфическую, катализируемую 
ферментом реакцию, протекающую на другой субъединице. 
Детальный механизм такого аллостерического ингибирова¬ 
ния пока неизвестен, но в нем, очевидно, участвует какое-то 
конформационное изменение фермента. Когда концентрация 
в клетке конечного продукта (эффектора) данного биосинте¬ 
тического пути повышается, каталитическая активность 
9 аллостерического фермента, с которым он соединяется, пони- 











Рис. 8.4. Диссоциация 
нативной аспартаттранс- 
карбамоилазы на две ка¬ 
талитические и три ре¬ 
гуляторные субъедини¬ 
цы (олигомеры) при мяг¬ 
кой химической обработ¬ 
ке, например п-х лормер- 
курибензоатом (ПХМБ). 
При более жестком хими¬ 
ческом воздействии, на¬ 
пример в присутствии до- 
децилсульфата натрия 
(ДСН), выявляется, что 
каждая каталитическая 
субъединица состоит из 
трех, а каждая регуля¬ 


торная субъединица — 
из двух полипептидных 
цепей (протомеров). 
Каждый каталитический 
протомер содержит один 
каталитический центр 
(s), с которым связыва¬ 
ются субстраты, а каж¬ 
дый регуляторный про¬ 
томер — один регуля¬ 
торный центр (е), с ко¬ 
торым связываются эф¬ 
фекторы. Каталитические 
субъединицы каталити¬ 
чески активны, но нечув¬ 
ствительны к аллостери¬ 
ческому ингибированию 


или активации. Регуля¬ 
торные субъединицы ка¬ 
талитически неактивны, 
но сохраняют способность 
связывать аллостериче¬ 
ские эффекторы. Настоя¬ 
щая модель фермента 
предложена в статье 
Cohlberg J. A., Pigie 
V. R., Schachman Н. К., 
Structure and arrange¬ 
ment of the regulatory 
subunits in aspartate 
Iranscarbamylase, Bio¬ 
chemistry, 11, 3393 

(1972). 



жается. Поскольку активность этого фермента в свою очередь 
контролирует скорость биосинтеза конечного продукта (эф¬ 
фектора), образование последнего также‘замедляется и его 
концентрация внутри клетки начинает падать. Вследствие 
этого снижается и уровень аллостерического ингибирования. 
С помощью такого механизма регуляции по принципу обрат¬ 
ной связи или ингибирования конечным продуктом в клетке 
поддерживается нужная концентрация биосинтетических ин¬ 
термедиатов. Обычно мишенью ингибирования конечным про¬ 
дуктом (или продуктами) того или иного биосинтетического 
пути является фермент, осуществляющий первую реакцию 
данного пути. Очевидно, что в этом случае ни конечный про¬ 
дукт, ни интермедиаты, участвующие в его образовании, не 
могут накапливаться в клетке. При посредстве такой регуля¬ 
ции скорость образования метаболических интермедиатов 
10 влияет на скорость функционирования катаболических путей. 











Благодаря этому контролируется первичная скорость поступ¬ 
ления углерода во все биосинтетические последовательности 
реакций и общая скорость синтеза АТФ. 

РЕГУЛЯЦИЯ СИНТЕЗА ФЕРМЕНТОВ 

Ингибирование конечным продуктом, осуществляемое алло¬ 
стерическими ферментами, в основном достаточно для того, 
чтобы все биосинтетические и катаболические реакции про¬ 
текали в равновесии друг с другом. Однако, если продукт 
какой-либо последовательности реакций не нужен, ферменты, 
катализирующие эти реакции, становятся избыточными. В ре¬ 
гуляции микробного метаболизма участвуют также механиз¬ 
мы, изменяющие ферментативный состав клетки; эта регу¬ 
ляция осуществляется на уровне выражения генов, и ее гене¬ 
тические аспекты обсуждаются в гл. 13. 

ИНДУКЦИЯ СИНТЕЗА ФЕРМЕНТОВ 

Многие бактерии способны использовать в качестве источника 
углерода и энергии самые разнообразные органические со¬ 
единения, но в каждый данный момент в среде может присут¬ 
ствовать лишь одно из этих соединений. Хотя генетическая 
информация, необходимая для синтеза соответствующих фер¬ 
ментов, имеется в клетке всегда, ее фенотипическое выраже¬ 
ние определяется условиями окружающей среды и данный 
фермент синтезируется только тогда, когда имеется его суб¬ 
страт. 

Индукция синтеза фермента происходит под действием 
некаталитических аллостерических белков, которые являются 
продуктами определенных регуляторных генов; они контроли¬ 
руют синтез ферментов негативно, т. е. связываются с бакте¬ 
риальной хромосомой в каком-то участке вблизи структурных 
генов, детерминирующих синтез этих ферментов, и препятст¬ 
вуют их транскрипции. Такие белки носят название репрессо¬ 
ры. Если репрессор связывается со своим специфическим 
аллостерическим эффектором, который называется индукто¬ 
ром он утрачивает способность блокировать транскрипцию, 
в результате чего начинается синтез определенного фермента. 

Этот тип регуляции синтеза ферментов был впервые обна¬ 
ружен Ж. Моно и его коллегами при изучении индукции фер¬ 
ментов, обеспечивающих усвоение лактозы клетками Е. colL 

Хотя клетки Е. соіі образуют ферменты, необходимые для 
метаболизма глюкозы, независимо от условий выращивания 
(такие ферменты называются конститутивными ), в клетках, 
растущих на глюкозе, с трудом можно обнаружить лишь не¬ 
значительные количества ферментов, катализирующих на¬ 
чальные реакции метаболизма лактозы. Однако в клетках, 
растущих на лактозе, эти ферменты присутствуют в больших 
11 количествах. Поскольку их образование индуцируется лакто- 
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Рис. 8.5. Изменение на¬ 
бора ферментов клетки 
Е. coli под действием 
лактозы. Два индуци- 
бельных фермента синте¬ 
зируются согласованно 
непосредственно под дей¬ 
ствием лактозы. Один из 
продуктов катализируе¬ 
мой ими последователь¬ 
ности реакций, глюкоза, 
расщепляется далее кон¬ 
ститутивными фермента¬ 
ми пути Эмбдена —Мей¬ 
ергофа. Другой продукт, 
галактоза, индуцирует 
согласованный синтез 
еще трех ферментов, ка¬ 
тализирующих ее превра¬ 
щение в глюкозо-1-фос¬ 
фат (интермедиат пути 
Эмбдена —Мейергофа). 


зой, они получили название индуцибельные ферменты, к ним 
относятся галактозидпермеаза — белок, обеспечивающий 
проникновение лактозы в клетку, и р-галактозидаза — фер¬ 
мент, катализирующий гидролитическое расщепление лакто¬ 
зы на составляющие моносахариды — глюкозу и галактозу. 
Галактоза, образовавшаяся под действием р-галактозидазы, 
в свою очередь индуцирует ряд ферментов, участвующих в ме¬ 
таболизме галактозы. Таким образом, воздействие лактозы 
на клетку приводит к непосредственной индукции ферментов, 
осуществляющих расщепление лактозы на составляющие мо¬ 
носахариды, и косвенной (вторичной) индукции ферментов 
метаболизма галактозы. Такая сложная индукция называется 
последовательной индукцией, так как метаболизм первого 
индуцирующего субстрата (в данном случае лактозы) приво¬ 
дит к образованию в клетке метаболита (в данном случае 
галактозы), который по своей индуцирующей способности от¬ 
личается от первичного субстрата (рис. 8.5). 

Если сам индуцирующий субстрат — единственный до¬ 
ступный для культуры источник углерода и энергии, то кине¬ 
тика синтеза фермента приобретает сложный характер, по¬ 
скольку фермент необходим как для расщепления субстрата, 
так и для образования АТФ и метаболических интермедиатов, 
которые в свою очередь нужны для синтеза самого фермента. 

12 Таким образом, скорость синтеза фермента часто пропорцио- 
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Рис. 8.6. Влияние на от¬ 
носительную скорость 
синтеза р-галактозидазы 
в клетках Е. соіі, расту¬ 
щих на минеральной сре¬ 
де с глицерином в каче¬ 
стве источника углеро¬ 
да, трех различных ин¬ 
дукторов: естественного 
индуктора — лактозы и 
двух аналогов лактозы — 
изопропилтиогалактозида 
(ИПТГ) и тиометилга- 
лактозида (ТМГ). Хотя 
эти аналоги не встреча¬ 
ются в природе и не гид¬ 
ролизуются р-галактози- 
дазой, они значительно 
более эффективны в ка¬ 
честве индукторов, чем 
лактоза. 


нальна количеству уже синтезированного фермента. Менее 
сложная ситуация наблюдается в условиях, когда на синтез 
фермента не влияют метаболические процессы, которые обыч¬ 
но являются результатом активности индуцируемых фермен¬ 
тов. Этого можно достичь, если использовать аналог индуци¬ 
рующего субстрата, который может вызывать индукцию, но 
не подвергается превращению под действием индуцируемого 
фермента; культура выращивается в присутствии метаболиче¬ 
ски независимого источника углерода и энергии (например, 
глицерина). 

Такая индукция синтеза р-галактозидазы неметаболизи- 
рующимися аналогами субстрата проявляет весьма характер¬ 
ную зависимость от времени. После добавления индуктора 
следует непродолжительная задержка, а затем начинается 
синтез фермента. Он продолжается (до тех пор, пока в среде 
имеется индуктор) с постоянной относительной скоростью, 
т. е. р-галактозидаза составляет постоянную долю всего ново- 
синтезированного белка клетки. Постоянство относительной 
скорости синтеза фермента после индукции можно продемон¬ 
стрировать, если отложить на графике зависимость активно¬ 
сти фермента от клеточной массы (рис. 8.6). Получается пря¬ 
мая линия, которая показывает, что определенное увеличение 
общей массы клеток все время сопровождается пропорцио¬ 
нальный увеличением количества р-галактозидазы. Каждому 
индуктору соответствует своя относительная скорость синте¬ 
за фермента; измерение относительных скоростей позволяет 
количественно сравнивать эффективность различных индук¬ 
торов. Эффективность лактозы как индуктора также можно 
оценить, хотя она и расщепляется р-галактозидазой (рис.8.6). 
Довольно любопытно, что лактоза, природный индуктор 
13 р-галактозидазы, менее эффективна, чем многие синтетиче- 









ские аналоги, которые не встречаются в природе. Действи¬ 
тельно, тщательное изучение роли лактозы как индуктора 
показало, что для инициации синтеза фермента необходимо, 
чтобы небольшое количество лактозы было вначале превра¬ 
щено (под действием каталитической активности ничтожного 
количества р-галактозидазы, присутствующей в неиндуциро¬ 
ванной клетке) в другой галактозид, который и служит фак¬ 
тически индуцирующим соединением. Следовательно, лактоза 
не является непосредственным индуктором синтеза ферментов 
в отличие от более активных синтетических аналогов (напри¬ 
мер, изопропил-р-тио-Э-галактозида). Эта ситуация, видимо, 
представляет собой исключение из общего правила, так как 
обычно субстраты или основные метаболические продукты 
индуцибельных ферментов действуют как их непосредствен¬ 
ные индукторы. 

Все соединения, способные индуцировать р-галактозидазу, 
индуцируют также синтез галактозидпермеазы, и соотноше¬ 
ние относительных скоростей синтеза этих двух ферментов 
всегда постоянно. Если синтез двух или большего числа фер¬ 
ментов проявляет такую тесную физиологическую взаимо¬ 
связь, его называют координированным. Координация обычно, 
но не всегда — следствие близости структурных генов соответ¬ 
ствующих ферментов на бактериальной хромосоме; другими 
словами, она является фенотипическим проявлением общей 
системы генетической регуляции (см. гл. 13). 

Если при воздействии на клетки первичного индуктора 
(например, лактозы, рис. 8.5) происходит последовательная 
индукция ряда генов, то вторичная индукция (скажем, индук¬ 
ция ферментов метаболизма галактозы) никогда не координи¬ 
руется с первичной (т. е. с индукцией р-галактозидазы и га¬ 
лактозидпермеазы), так как никакого общего генетического 
регуляторного механизма, связывающего эти два процесса, 
не существует. Это можно продемонстрировать на физиологи¬ 
ческом уровне: непосредственное воздействие на клетку мета¬ 
болитного индуктора, который обычно образуется из первич¬ 
ного субстрата, не вызывает синтеза ферментов, участвующих 
в усвоении первичного субстрата. Поэтому клетки Е. соіі, 
растущие на галактозе, содержат очень мало р-галактози¬ 
дазы. 

ПОЗИТИВНАЯ РЕГУЛЯЦИЯ 

ИНДУКЦИИ СИНТЕЗА ФЕРМЕНТОВ 

Хотя большинство изученных до сих пор систем индукции 
синтеза ферментов, подобно лактозной системе, действует 
только путем негативной регуляции, индукция синтеза фер¬ 
ментов метаболизма арабинозы у Е. соіі находится под конт¬ 
ролем репрессора, который может осуществлять как позитив¬ 
ную, так и негативную регуляцию. Арабинозный репрессор 
14 всегда связан с хромосомой, а его влияние на процесс транс- 






крипции изменяется при связывании индуктора (арабинозы). 
Когда арабиноза отсутствует, репрессор блокирует транс¬ 
крипцию точно так же, как это делает лактозный репрессор. 
Однако, связавшись с арабинозой, репрессор претерпевает 
конформационное изменение, в результате чего он превра¬ 
щается в активатор, включающий транскрипцию. С физиоло¬ 
гической точки зрения позитивная и негативная регуляция 
неразличимы. Их можно различить только путем тщательного 
изучения мутаций, влияющих на действие регуляторного гена. 

КАТАБОЛИТНАЯ РЕПРЕССИЯ 

Около 35 лет назад Ж. Моно открыл явление, которое назы¬ 
вается диауксией. Он заметил, что рост культуры Е. соіі 
в среде, содержащей в качестве источника углерода какую- 
либо пару соединений (например, глюкозу и галактозу), про¬ 
ходит через две стадии, представляющие собой две экспонен¬ 
циальные фазы роста, разделенные отчетливой лаг-фазой 
(рис. 8.7). В течение первой стадии используется глюкоза, 
в течение второй — галактоза. До исчерпания в среде запасов 
глюкозы ферменты метаболизма лактозы не синтезируются 
(хотя индуктор все время присутствует). Метаболизм глюко¬ 
зы препятствует индукции синтеза р-галактозидазы и галак- 
тозидпермеазы. Подобные кривые роста получаются на сре¬ 
дах, содержащих глюкозу в сочетании с рядом других источ¬ 
ников углерода, которые расщепляются индуцибельными 
ферментами. Вначале считалось, что этот тип подавления ин¬ 
дукции синтеза ферментов возможен только в случае использо¬ 
вания глюкозы, поэтому его назвали «глюкозным эффектом». 
Дальнейшие исследования показали, что все быстро расщеп¬ 
ляющиеся источники энергии подавляют образование фермен¬ 
тов, необходимых для усвоения более медленно расщепляю¬ 
щихся источников энергии, и теперь это явление называют 
катаболитной репрессией. 

В результате катаболитной репрессии клетка всегда в пер¬ 
вую очередь использует субстрат, поддерживающий наиболее 
высокую скорость роста. Однако, помимо этого, система ката¬ 
болитной репрессии регулирует скорость расщепления источ¬ 
ников углерода. Даже при росте на единственном источнике 
углерода количества ферментов, необходимых для образова¬ 
ния АТФ, регулируются с помощью механизма катаболитной 
репрессии. 

Уровень катаболитной репрессии пропорционален внутри¬ 
клеточному содержанию АТФ. При этом синтез всех катабо- 
лических ферментов регулируется единственным аллостериче¬ 
ским белком, который обозначают БАК {белок, активируемый 
катаболитом) . Его эффектор — нуклеотид, циклический аде- 
нозин-З'Д'-монофосфат (циклический АМФ) — синтезируется 
из АТФ. С помощью каких-то пока еще не совсем понятных 
15 механизмов внутриклеточная концентрация циклического 
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Рис. 8.7. Диауксический 
рост культуры Е. соіі 
на минеральной среде, 
содержащей равные ко¬ 
личества глюкозы и лак¬ 
тозы, используемых в 
качестве источника угле¬ 
рода. Временное прекра¬ 
щение роста примерно 
через 4 ч соответствует 
полной утилизации глю¬ 
козы. Во время лаг-пери¬ 
ода начинается синтез р- 
галактозидазы и галакто- 
зидпермеазы. (Monod J., 
La croissance des cultu¬ 
res bacteriennes, Paris, 
Hermann, 1942.) 


АМФ изменяется в обратной зависимости от количества АТФ. 
Поэтому, когда клетка растет на быстро расщепляющихся 
субстратах, внутриклеточная концентрация циклического 
АМФ низка; когда клетка растет на медленно расщепляю¬ 
щихся субстратах, его концентрация высока. Циклический 
АМФ был обнаружен во всех исследованных бактериях. По¬ 
скольку он не является интермедиатом какого-либо известно¬ 
го метаболического пути, единственной физиологической 
функцией, которую циклический АМФ выполняет в клетках 
бактерий, является, видимо, регуляторная функция 1 . Присо¬ 
единение циклического АМФ к БАК вызывает в белке алло¬ 
стерическое изменение, позволяющее ему связываться с хро¬ 
мосомой вблизи генов, кодирующих ферменты, подчиняющие¬ 
ся катаболитной репрессии; такое связывание стимулирует 
транскрипцию этих генов. В отсутствие циклического АМФ 
БАК неактивен. Итак, для синтеза ферментов, осуществляе¬ 
мого под контролем механизма катаболитной репрессии, необ¬ 
ходимо наличие БАК и относительно высоких внутриклеточ¬ 
ных концентраций циклического АМФ. Мутантные штаммы, 
у которых отсутствует способность к синтезу БАК или цикли¬ 
ческого АМФ, не могут вследствие этого синтезировать мно¬ 
гие ферменты. 

Следует отметить, что эффективность действия какого- 
либо источника энергии в качестве катаболитного репрессора 
зависит не от его химической структуры, а исключительно от 
его эффективности как источника углерода и энергии. Хемо¬ 
гетеротрофные бактерии сильно различаются по относитель¬ 
ной эффективности использования различных органических 
соединений в качестве источников углерода и энергии. Поэто¬ 
му соединения, являющиеся наиболее активными катаболит- 
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‘ У эукариот циклический АМФ также действует как регулятор, но 
здесь он участвует не только в регуляции синтеза ферментов, но и в кле¬ 
точной дифференцировке. 





ными репрессорами у одного организма, могут быть сравни¬ 
тельно малоактивны у другого. Например, для Е. соіі глю¬ 
коза — гораздо более эффективный катаболитный репрессор, 
чем сукцинат, тогда как для Pseudomonas putida наблюдает¬ 
ся обратное соотношение эффективностей этих двух соеди¬ 
нений. 

РЕПРЕССИЯ 

КОНЕЧНЫМ ПРОДУКТОМ 

Добавление в питательную среду соединения, являющегося 
конечным продуктом какого-либо биосинтетического пути (на¬ 
пример, аминокислоты), вызывает у многих бактерий замед¬ 
ление или быструю остановку синтеза ферментов соответст¬ 
вующего пути. Это явление называется репрессией конечным 
продуктом. 

Ферменты, синтез которых обычно подавляется конечным 
продуктом, могут быть дерепрессированы (т. е. могут синте¬ 
зироваться быстрее, чем в норме), если внутриклеточная кон¬ 
центрация конечного продукта падает до очень низкого уров¬ 
ня. В частности, ферменты, осуществляющие биосинтез арги¬ 
нина, часто могут быть дерепрессированы в бактериях, расту¬ 
щих в среде, содержащей многие другие аминокислоты. 
В таких условиях скорость синтеза белка ограничивается в 
первую очередь скоростью синтеза аргинина. В результате 
внутриклеточная концентрация аргинина падает, что приво¬ 
дит к включению механизма дерепрессии. 

Таким образом, регуляция биосинтетических путей по 
принципу обратной связи осуществляется двумя способами: 
ингибированием конечным продуктом (регуляция активности 
ферментов) и репрессией конечным продуктом (регуляция 
синтеза ферментов). Хотя репрессия конечным продуктом 
оказывает немедленное воздействие на скорость синтеза фер¬ 
мента, тем не менее, если бы не существовало другого регу¬ 
ляторного механизма, биосинтетический путь все равно про¬ 
должал бы функционировать до тех пор, пока предсуществую- 
щие ферменты не были разбавлены до низкой концентрации 
вследствие продолжающегося роста клеток; в то же время 
ингибирование активности ферментов конечным продуктом 
мгновенно останавливает действие биосинтетического пути. 
Следовательно, механизмы респрессии и ингибирования ко¬ 
нечным продуктом дополняют друг друга и при совместном 
действии весьма эффективно регулируют биосинтетические 
процессы. Все биосинтетические пути находятся под контро¬ 
лем механизма репрессии конечным продуктом; таким же 
способом регулируются обычно и все ферменты данного пути. 

Была подробно изучена репрессия конечным продуктом 
синтеза ферментов, катализирующих последовательность 
реакций биосинтеза триптофана у Е. соіі. Особый ген ( trp R) 

17 обеспечивает синтез аллостерического белка, называемого 
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триптофановым репрессором , единственной функцией которо¬ 
го является регуляция биосинтеза ферментов этой последова¬ 
тельности реакций. В свободном состоянии репрессор неакти¬ 
вен, но при связывании с триптофаном (корепрессором) он 
претерпевает аллостерическое изменение, позволяющее ему 
связаться с участком хромосомы вблизи структурных генов 
и препятствовать таким образом их транскрипции * 1 . Мутанты, 
не способные продуцировать репрессор, становятся нечувст¬ 
вительными к конечному продукту; они образуют большое 
количество ферментов биосинтеза триптофана при всех усло¬ 
виях (т. е. они конститутивны в отношении этих ферментов). 

Ферменты биосинтеза аргинина у энтеробактерий регули¬ 
руются с помощью механизма, аналогичного механизму регу¬ 
ляции ферментов синтеза триптофана; их синтез также конт¬ 
ролируется особым белком-репрессором, который кодируется 
геном arg R. Однако ферменты биосинтеза гистидина регули¬ 
руются по-другому. Хотя подробно этот механизм пока не 
изучен, ясно, что специального белкового репрессора фермен¬ 
тов синтеза гистидина не существует. Возможно, что один из 
ферментов этого биосинтетического пути сам действует в ка¬ 
честве репрессора. 

Общие положения, изложенные в настоящей главе, осно¬ 
ваны в значительной степени на данных, полученных при изу¬ 
чении энтеробактерий; они, вероятно, приложимы и к другим 
бактериям. 

РЕГУЛЯТОРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ: 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Все известные регуляторные механизмы действуют при уча¬ 
стии аллостерических белков, активность которых изменяется 
при связывании с ними небольших молекул. Поэтому они слу¬ 
жат чувствительными детекторами внутриклеточной концент¬ 
рации ключевых метаболитов и изменяют общую метаболиче¬ 
скую активность клетки таким образом, чтобы обеспечить 
максимальную скорость роста за счет наиболее эффективного 
превращения питательных веществ в компоненты клетки. Все 
эти механизмы и их характерные особенности рассмотрены 
вкратце в табл. 8.2. 

СЛОЖНЫЕ СИСТЕМЫ РЕГУЛЯЦИИ 

Можно сделать некоторые обобщения относительно регуляции 
метаболических путей. В неразветвленных последовательно¬ 
стях биосинтетических реакций активность первого фермента 
ингибируется конечным продуктом, а биосинтез всех фермен- 
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1 Регуляция синтеза ферментов, участвующих в биосинтезе триптофана 
или гистидина, осуществляется более сложным путем: помимо регуляции 
на уровне инициации транскрипции при участии репрессора имеется 
также регуляторный механизм, контролирующий терминацию транскрип¬ 
ции в начале оперона. — Прим. ред. 






ТАБЛИЦА 8.2 

ОСНОВНЫЕ РЕГУЛЯТОРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ БАКТЕРИИ 
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тов репрессируется конечным продуктом. Поток вещества 
через катаболические пути, в которых участвуют источники 
углерода, присутствующие обычно в окружающей среде, ре¬ 
гулируется в основном аллостерическими ферментами; фер¬ 
менты таких последовательных цепей реакций синтезируются 
конститутивно и лишь в небольшой степени подвержены ката- 
болитной репрессии. Пути катаболизма субстратов, которые 
реже встречаются в окружающей среде, регулируются в пер¬ 
вую очередь механизмами индукции ферментов и катаболит- 
ной репрессии, а не аллостерическими ферментами. 

ИНГИБИРОВАНИЕ КОНЕЧНЫМ 

ПРОДУКТОМ В РАЗВЕТВЛЕННЫХ 

МЕТАБОЛИЧЕСКИХ ПУТЯХ 

Многие биосинтетические пути дают два или большее число 
конечных продуктов. Ингибирование таких путей конечным 
продуктом носит более сложный характер, чем в случае про¬ 
стых неразветвленных путей. Например, если в разветвлен¬ 
ной последовательности реакций, приводящих к синтезу двух 
различных аминокислот (рис. 8.8), фермент, катализирующий 
первую реакцию пути (фермент а), будет ингибироваться 
по механизму обратной связи одним из конечных продуктов 
(например, аминокислотой I), то совершенно очевидно, что 
одновременно будет подавляться и синтез другого конечного 
продукта (т. е. аминокислоты II). Следовательно, присутст¬ 
вие аминокислоты I в среде будет эффективно подавлять 
эндогенный синтез аминокислоты II и рост прекратится. 
В действительности ингибирование конечным продуктом 
в случае разветвленных биосинтетических путей часто спе¬ 
цифически направлено только на фермент, который катали¬ 
зирует первую реакцию бокового пути, приводящего к синтезу 
данного конечного продукта. Так, аминокислота I воздейству¬ 
ет по механизму обратной связи на фермент d, а аминокисло¬ 
та II — на фермент g. Тем не менее для эффективной регу¬ 
ляции разветвленного биосинтетического пути необходимо 
контролировать с помощью обратной связи также и актив¬ 
ность начального фермента а, катализирующего первую реак¬ 
цию общего участка пути. Известен ряд механизмов обрат¬ 
ной связи, обеспечивающих такую регуляцию. 

1. Изофункциональные ферменты. Клетка синтезирует два 
фермента (а и а'), которые обладают одной и той же катали¬ 
тической активностью, но ингибируются различными конечны¬ 
ми продуктами (рис. 8.9). Если в окружающей среде нет ни 
одного из конечных продуктов, ферменты а и а' активны и 
вместе образуют достаточное количество интермедиата А, 
чтобы удовлетворить потребности клетки в обоих конечных 
продуктах. Если в среде имеется один из конечных продук¬ 
тов, синтез А снижается в результате специфического ингиби- 
20 рования а или а'. Если в среде присутствуют оба конечных 
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Рис. 8.8. Общая схема 
разветвленного биосин¬ 
тетического пути, приво¬ 
дящего к образованию 
двух необходимых мета¬ 
болитов (в данном слу¬ 
чае аминокислот). Стрел¬ 
ками указаны катализи¬ 
руемые ферментами 
(строчные буквы) реак¬ 
ции, в результате кото¬ 
рых образуются биосин¬ 
тетические интермедиаты 
(прописные буквы). Пре¬ 
рывистые линии обозна¬ 
чают ингибирующее дей¬ 
ствие конечных продук¬ 
тов на чувствительные 
аллостерические фермен¬ 
ты. 
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Рис. 8.9. Схема регуля¬ 
ции разветвленного био¬ 
синтетического пути с 
помощью ингибирования 
активности изофункци- 
ональных ферментов ко¬ 
нечными продуктами 
(обозначения те же, что 
и на рис. 8.8). 


продукта, последовательность реакций перестает функциони¬ 
ровать, так как активности а и а' подавлены. 

2. Согласованное ингибирование. Регулируемая реакция 
катализируется одним ферментом а с двумя различными 
аллостерическими участками, каждый из которых связывает 
один из конечных продуктов данной последовательности реак¬ 
ций (рис. 8.10). Если только один из этих участков занят 
эффектором, активность фермента не изменяется. Если же 
с ферментом связываются оба эффектора, он становится не¬ 
активным. Согласованное ингибирование по принципу обрат¬ 
ной связи не обеспечивает достаточно точной регуляции, так 
как в присутствии только одного конечного продукта ско¬ 
рость реакции не изменяется. Однако ингибирование такого 
типа приводит к полному блокированию биосинтетического 
пути в том случае, если присутствуют оба конечных продукта. 

3. Последовательное ингибирование. Регулируемая реак¬ 
ция катализируется одним ферментом а, но его эффектором 








Рис. 8.10. Схема регуля¬ 
ции разветвленного био¬ 
синтетического пути с 
помощью механизма со¬ 
гласованного ингибиро¬ 
вания активности фер¬ 
ментов несколькими ко¬ 
нечными продуктами 
(обозначения те же, что 
и на рис.* 8.8). 
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Рис. 8.11. Схема регуля¬ 
ции разветвленного био¬ 
синтетического пути с 
помощью механизма по¬ 
следовательного ингиби¬ 
рования активности фер¬ 
ментов (обозначения те 
же, что на рис. 8.8). 


является не конечный продукт последовательности реакций, 
а интермедиат С, образующийся непосредственно перед раз¬ 
ветвлением пути. При повышении концентрации конечного 
продукта (аминокислоты I или II) ферменты d и g ингиби¬ 
руются, в результате чего повышается внутриклеточная кон¬ 
центрация С, который в свою очередь ингибирует активность 
фермента а (рис. 8.11). 

4. Кумулятивное ингибирование. В некоторых разветвлен¬ 
ных метаболических путях, приводящих к образованию боль¬ 
шого числа конечных продуктов, один аллостерический фер¬ 
мент содержит эффекторные участки для всех конечных про¬ 
дуктов. Каждый конечный продукт (даже в высокой концент¬ 
рации) лишь частично ингибирует фермент, причем ингиби¬ 
рующее действие различных конечных продуктов является 
аддитивным. Таким образом, скорость реакции, катализируе¬ 
мой ферментом с, определяется числом (и концентрацией) 
различных конечных продуктов данного пути, присутствую¬ 
щих в среде. Такую регуляцию называют кумулятивным инги- 
22 бированием по принципу обратной связи. 








Рис. 8.12. Регуляция ак¬ 
тивности карбамоилфос- 
фатсинтазы у энтеробак¬ 
терий. Прерывистые ли¬ 
нии обозначают воздей¬ 
ствие ингибиторов на 
чувствительные аллосте¬ 


рические ферменты. Вол¬ 
нистая линия (от орни¬ 
тина к карбамоилфосфат- 
синтазе) обозначает ак¬ 
тивацию. Двойной конт¬ 
роль активности карба- 
моилфосфатсинтазы по¬ 


средством ингибирова¬ 
ния уридиловой кислотой 
(УМФ) и активации ор- 
нитином обеспечивает 
синтез нужного количе¬ 
ства карбамоилфосфата 
при всех условиях роста. 
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5. Сочетание активации и ингибирования. В некоторых 
случаях биосинтетические интермедиаты, образующиеся в хо¬ 
де определенной последовательности реакций, участвуют 
затем в двух совершенно независимых биосинтетических 
путях; в качестве примера можно привести карбамоилфосфат, 
который является общим интермедиатом синтеза аргинина и 
пиримидинов (рис. 8.12). У энтеробактерий фермент, ответст¬ 
венный за синтез этого интермедиата, — карбамоилфосфат- 
синтаза, аллостерически ингибируется метаболитом пирими¬ 
динового пути УМФ и аллостерически активируется интерме¬ 
диатом аргининового пути орнитином. Если в среде присутст¬ 
вуют пиримидины, внутриклеточный запас УМФ возрастает и 
карбамоилфосфатсинтаза ингибируется. Возникающий недо¬ 
статок карбамоилфосфата вызывает накопление орнитина, 
что в свою очередь приводит к активации фермента; количе¬ 
ство карбамоилфосфата становится достаточным для синтеза 
другого конечного продукта — аргинина. Наоборот, если 
в среде имеется аргинин, биосинтез орнитина останавливает¬ 
ся, так как аргинин ингибирует синтетазу N -ацетилглутами- 
новой кислоты. В результате внутриклеточная концентрация 
орнитина падает и активность карбамоилфосфатсинтазы 
23 снижается. 








РЕПРЕССИЯ СИНТЕЗА 
КОНЕЧНЫМ ПРОДУКТОМ 
В СЛУЧАЕ РАЗВЕТВЛЕННЫХ 
БИОСИНТЕТИЧЕСКИХ ПУТЕЙ 

Механизмы репрессии синтеза ферментов разветвленных био* 
синтетических путей, как и механизмы ингибирования актив* 
ности ферментов по принципу обратной связи, сложны и 
разнообразны. Например, синтез карбамоилфосфатсинтазы 
у Е. соіі частично подавляется аргинином или цитидинтрифос- 
фатом (ЦТФ), а его полное подавление происходит при сов¬ 
местном действии этих двух метаболитов. Таким образом, 
синтез этого ключевого аллостерического фермента регулиру* 
ется независимо двумя конечными продуктами, ни один из 
которых не влияет на активность фермента. 

В случае изофункциональных ферментов, подчиняющихся 
независимому аллостерическому контролю со стороны раз¬ 
личных конечных продуктов, синтез каждого фермента часто 
регулируется конечным продуктом, ингибирующим его актив¬ 
ность; ниже будет приведен пример такой регуляции. 

ПРИМЕРЫ РЕГУЛЯЦИИ 

СЛОЖНЫХ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ ПУТЕЙ 

В клетках Е. соіі превращение аспарагиновой кислоты в 
аспартилфосфат осуществляется тремя изофункциональными 
ферментами, два из которых (на рис. 8.13 они обозначены а 
и с) наделены еще одной каталитической функцией, состоя¬ 
щей в превращении полуальдегида аспарагиновой кислоты 
в гомосерин. Фермент а, выполняющий обе эти функции, 
ингибируется по механизму обратной связи треонином, кото¬ 
рый в то же время и репрессирует его синтез. Фермент с, 
также осуществляющий обе функции, ингибируется и репрес¬ 
сируется лизином. Третья аспартокиназа (фермент Ь) не ин¬ 
гибируется конечным продуктом, но ее синтез репрессируется 
метионином (табл. 8.3). 


ТАБЛИЦА 8.3 

РЕГУЛЯЦИЯ ПЕРВОЙ РЕАКЦИИ ПУТИ ПРЕВРАЩЕНИЯ АСПАРАГИНОВОЙ 
КИСЛОТЫ, КАТАЛИЗИРУЕМОЙ ТРЕМЯ РАЗЛИЧНЫМИ 
АСПАРТОКИНАЗАМИ, У БАКТЕРИИ ESCHERICHIA COLI 


Фермент 

Конечный продукт, 
репрессирующий синтез 
фермента 

Конечный продукт, аллосте- 
рически ингибирующий 
активность фермента 

Аспартокиназа I 

Треонин и изолейцин 

Треонин 

Аспартокиназа II 

Метионин 

Аллостерической регуля¬ 



ции нет 

Аспартокиназа III 

Лизин 

Лизин 










Рис. 8 . 13 . Упрощенная 
схема пути превращения 
аспарагиновой кислоты у 
Е. соіі. Каждая сплош¬ 
ная стрелка обозначает 
реакцию, катализируе¬ 
мую одним ферментом. 
Продукты биосинтети¬ 
ческого пути (обозначе¬ 
ны жирным шрифтом) 
являются аллостериче¬ 
скими ингибиторами од¬ 
ной или нескольких ре¬ 


акций. Аспартилфосфат 
синтезируется с помощью 
трех, а гомосерин — двух 
изофункциональных фер¬ 
ментов. При вниматель¬ 
ном рассмотрении этой 
схемы видно, что, за од¬ 
ним исключением (инги¬ 
бирующее действие ва¬ 
лина, см. текст), ингиби¬ 
рующее действие одной 
аминокислоты не приво¬ 
дит к нехватке другой 
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аминокислоты. Репрес¬ 
сия синтеза конечным 
продуктом описана в 
тексте. В части А пока¬ 
зана взаимосвязанная ре¬ 
гуляция L -лизиновой, L- 
метиониновой и L -изо- 
лейциновой ветвей пути. 
Часть В иллюстрирует 
взаимосвязь механизмов 
регуляции L -изолейцино- 
вой, L -валиновой и L- 
лейциновой ветвей. 
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Ферменты L -лизиновой (ш— q) и L -метиониновой (г— ѵ) 
ветвей катализируют реакции, приводящие в каждом случае 
к единственному конечному продукту, а их синтез специфиче¬ 
ски подавляется этими конечными продуктами (L -лизином 
25 и L -метионином соответственно). 














Третья ветвь метаболического пути превращения аспара¬ 
гиновой кислоты регулируется гораздо более сложным обра¬ 
зом по двум причинам. Во-первых, L -треонин, который обра¬ 
зуется в ходе реакций этой ветви, является одновременно 
предшественником белков и интермедиатом синтеза другой 
аминокислоты, L -изолейцина. Во-вторых, четыре из пяти фер¬ 
ментов (е— h), катализирующих синтез L -изолейцина из 
L -треонина, катализируют также аналогичные реакции со¬ 
вершенно другого биосинтетического пути, в ходе которого 
из пировиноградной кислоты синтезируется L -валин. Интер¬ 
медиат этого последнего пути — а-кетоизовалериановая кис¬ 
лота — является также предшественником аминокислоты 
L -лейцина. Все эти взаимосвязи между реакциями показаны 
на рис. 8.13, Л. 

L -изолейцин является конечным продуктом, который инги¬ 
бирует фермент d, катализирующий первую реакцию синтеза 
L -треонина; у этого фермента нет других биосинтетических 
функций. Конечный продукт L -валин ингибирует фермент е, 
выполняющий две метаболические функции, поскольку он ка¬ 
тализирует реакции, участвующие в биосинтезе как изолей¬ 
цина, так и валина. В некоторых штаммах Е. соіі этот фер¬ 
мент весьма чувствителен к ингибированию валином, поэтому 
присутствие экзогенного валина подавляет рост бактерий; 
влияние валина можно устранить путем одновременного вве¬ 
дения в среду изолейцина. L -лейциновая ветвь пути биосинте¬ 
за валина регулируется конечным продуктом L -лейцином, 
ингибирующим активность первого фермента і, который функ¬ 
ционирует только в этой ветви. Эти взаимосвязи изображены 
на рис. 8.13, Б . 


ТАБЛИЦА 8.4 

РЕГУЛЯЦИЯ ФЕРМЕНТОВ ПУТИ БИОСИНТЕЗА ИЗОЛЕЙЦИНА, ВАЛИНА И 
ЛЕЙЦИНА С ПОМОЩЬЮ РЕПРЕССИИ 1 


Ферменты 

Конечные продукты, репрессирующие синтез ферментов 

d, е, f, q, h 

Изолейцин 4-Валин -f- Лейцин 

i, j, jj, k, 1 

Лейцин 

1 См. рис. 8.13, Б. 


Как показано в табл. 8.4, синтез многих ферментов, ката¬ 
лизирующих реакции синтеза L -изолейцина, L -валина и 
L -лейцина, репрессируется только при совместном действии 
трех конечных продуктов; это явление называется мультива¬ 
лентной репрессией. В то же время синтез пяти ферментов, 
участвующих в синтезе L -лейцина, специфически подавляется 
26 этой одной аминокислотой. 












Рис. 8.14. Некоторые ме¬ 
ста аллостерической ак¬ 
тивации и ингибирова¬ 
ния при синтезе запас¬ 
ного углевода гликогена 
и при расщеплении глю¬ 
козы у Е. соіі. Метабо¬ 
литы, обладающие алло¬ 
стерическим действием, 


отмечены жирным шриф¬ 
том; реакции, на кото¬ 
рые они воздействуют, 
обозначены следующим 
образом: —• аллостери¬ 
ческая активация; -■ 

аллостерическое ингиби¬ 
рование. Обратите вни¬ 
мание, в частности, на 


то, что накопление фрук¬ 
тозо-1,6-дифосфата и фос- 
фоенолпировиноградной 
кислоты способствует 
превращению глюкозы в 
гликоген за счет алло¬ 
стерической активации 
одного из ферментов 
синтеза гликогена. 
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Как указывалось выше, катаболические пути, осущест¬ 
вляемые конститутивными ферментами, регулируются исклю¬ 
чительно посредством аллостерических воздействий на актив¬ 
ность ферментов. Этот способ регуляции последовательных 
цепей реакций схематически изображен на рис. 8.14. на приме¬ 
ре пути метаболизма глюкозы и синтеза гликогена у Е. соіі. 
Избыточные концентрации интермедиатов катаболизма фрук¬ 
тозо- 1,6-дифосфата и фосфоенолпирувата сигнализируют 
о том, что поток углерода должен быть направлен в сторону 
синтеза гликогена. 

РАЗНООБРАЗИЕ РЕГУЛЯТОРНЫХ 
МЕХАНИЗМОВ У БАКТЕРИЙ 

За небольшим исключением, биосинтетические пути у всех 
микроорганизмов в биохимическом отношении одинаковы. 

27 Однако у разных организмов данный путь биосинтеза может 



























контролироваться различными регуляторными механизмами, 
которые в общем характеризуются групповой специфич¬ 
ностью, что, вероятно, указывает на эволюционную близость 
организмов, принадлежащих к той или иной систематической 
группе. Некоторые примеры разнообразия регуляции путем 
ингибирования конечным продуктом приведены в табл. 8.5. 

ТАБЛИЦА 8.5 

ПРИМЕРЫ РАЗЛИЧИЙ МЕЖДУ МИКРООРГАНИЗМАМИ В ОТНОШЕНИИ 
РЕГУЛЯЦИИ НЕКОТОРЫХ КЛЮЧЕВЫХ ФЕРМЕНТОВ РАЗВЕТВЛЕННЫХ 
МЕТАБОЛИЧЕСКИХ ПУТЕЙ ПО ПРИНЦИПУ ОБРАТНОЙ СВЯЗИ 


Фермент 

Организм 


Тип регуляции 

Аспартокиназа 

Е. соіі и другие 
теробактерии 
Pseudomonas spp. 

эн- 

Изофункциональные фер¬ 
менты 

Согласованное ингибиро¬ 
вание конечными про¬ 
дуктами 

Синтетаза 7-фосфо- 

Е. соіі и другие 

эн - 

Изофункциональные 

3-дезоксиарабино- 

теробактерии 


ферменты 

гептулозоновой кис¬ 
лоты (первый фер¬ 
мент пути синтеза 
ароматических ами¬ 

Bacillus spp. 


Последовательное инги¬ 
бирование 

[ Согласованное ингибиро- 
1 вание 

нокислот) 

Pseudomonas spp. 


Кумулятизное ингибиро¬ 
вание 

Карбамоилфосфат- 

E. соіі и другие 

эн- 

Ингибирование и актива¬ 

синтаза 

теробактерии 


ция 


Pseudomonas putida 

Neurospora 

Ингибирование и актива¬ 
ция 

Изофункциональные фер¬ 
менты 









Все бактерии, относящиеся к данной группе, могут обла¬ 
дать одинаковыми механизмами регуляции какого-либо фер¬ 
мента (в качестве примера назовем изофункциональные 
аспартокиназы, характерные для энтеробактерий), однако 
в той же группе бактерий ключевой фермент другого метабо¬ 
лического пути может регулироваться с помощью иного меха¬ 
низма (например, регуляция карбамоилфосфатсинтазы по¬ 
средством множественного аллостерического контроля у энте¬ 
робактерий). 

Многие катаболические пути также являются биохимиче¬ 
ски идентичными у целого ряда различных групп бактерий. 
И в этом случае действуют самые разнообразные механизмы 
регуляции, которым в то же время свойственна групповая 
специфичность. Например, путь, приводящий к (3-кетоадипи- 
новой кислоте, участвует в окислении ароматических субстра¬ 
тов в ряде групп бактерий. Он осуществляется строго индуци- 
28 бельными ферментами, синтез которых у бактерий групп 
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Рис. 8.15. Путь окисле¬ 
ния протокатеховой кис¬ 
лоты и катехина до Р- 
кетоадипиновой кислоты. 
Механизмы индукции 
ферментов (а— h) этих 
метаболических путей 
суммированы в табл. 8.6. 
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Pseudomonas и Acinetobacter регулируется сильно различаю¬ 
щимися механизмами (рис. 8.15 и табл. 8.6). Различия связа¬ 
ны с химической природой метаболических индукторов, неоди¬ 
наковой степенью координации механизмов регуляции и на¬ 
личием или отсутствием изофункциональных ферментов. 

ТАБЛИЦА 8.6 

РЕГУЛЯЦИЯ ФЕРМЕНТОВ ПУТИ ОКИСЛЕНИЯ ПРОТОКАТЕХОВОЙ 
КИСЛОТЫ И КАТЕХИНА ДО 3-КЕТОАДИПИНОВОЙ КИСЛОТЫ 
У ACINETOBACTER И PSEUDOMONAS 1 
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1 Фигурной скобкой отмечены ферменты, которые индуцируются одновременно. 
Строчными буквами обозначены ферменты, катализирующие реакции, показанные на> 
рис. 8.15; d' и е'— ферменты, изофункциональные d и е, но регулируемые неза¬ 
висимо. 
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Рис. 8.16. Ковалентная 
модификация глутамин- 
синтетазы путем адени- 
лирования, приводящая 
к снижению активности 
фермента, стимулирует¬ 
ся высокой концентраци¬ 
ей аммиака. Аденилиро- 
ванная форма глутамин- 
синтетазы значительно 
более чувствительна к 
ингибированию конечны¬ 
ми продуктами метабо¬ 
лизма глутамина, чем не¬ 
модифицированная фор¬ 
ма. 


КОВАЛЕНТНАЯ МОДИФИКАЦИЯ 
ФЕРМЕНТОВ 

Как уже говорилось, активность аллостерических ферментов 
изменяется в результате конформационных изменений струк¬ 
туры фермента, индуцированных связыванием с небольшой 
молекулой эффектора; при переходе аллостерического фер¬ 
мента из одного состояния в другое ковалентные химические 
связи не образуются. Однако известно, что многие ферменты 
млекопитающих существуют в активной и неактивной фор¬ 
мах, причем переход между ними происходит путем образо¬ 
вания или расщепления ковалентных связей. В некоторых 
случаях, когда две формы фермента различаются числом со¬ 
держащихся в них аминокислотных остатков, переход между 
ними осуществляется в результате гидролиза пептидной свя¬ 
зи. В ряде случаев активные и неактивные формы различа¬ 
ются наличием или отсутствием каких-либо других химиче¬ 
ских групп, ковалентно связанных с белком. Поскольку пе¬ 
реход между активным и неактивным состоянием происходит 
вследствие разрушения и образования ковалентных связей, 
он катализируется ферментом. 

Глутаминсинтетаза Е. соіі — один из бактериальных фер¬ 
ментов, подвергающихся ковалентной модификации и изме¬ 
няющих при этом свою активность (рис. 8.16). Две формы 
фермента различаются присутствием в одной из них аденило 
вой группы, которая ферментативно присоединяется к белку 
или удаляется из него. Аденилированная форма фермента 
значительно менее активна, чем немодифицированная форма. 

Следует подчеркнуть, что существование регуляции актив¬ 
ности ферментов путем их ковалентной модификации не про¬ 
тиворечит тому общему положению, что регуляция осущест¬ 
вляется аллостерическими белками. В самом деле, ферменты, 
катализирующие ковалентную модификацию других фермен¬ 
тов, сами аллостерически регулируются. В этом смысле ко¬ 
валентную модификацию можно рассматривать как одно из 
30 проявлений аллостерической регуляции. 





РЕГУЛЯЦИЯ СИНТЕЗА 
ДНК И ДЕЛЕНИЯ КЛЕТКИ 


В гл. 7 синтез ДНК был описан как процесс, при котором 
нити двойной спирали расходятся и каждая из образующих¬ 
ся одиночных нитей служит матрицей для полимеризации 
дезоксирибонуклеотидов. Следует напомнить, что в процессе 
репликации в молекуле ДНК возникает репликативная вил¬ 
ка ; по мере разделения цепей ДНК вилка продвигается, что 
сопровождается репликацией обеих цепей (рис. 7.43). 

Синтез ДНК должен регулироваться с большой точностью, 
так как при делении каждая дочерняя клетка получает пол¬ 
ный набор генетического материала. О тесной связи между 
синтезом ДНК и делением клеток свидетельствует то, что 
самые разнообразные химические вещества или мутации, 
ингибирующие синтез ДНК, одновременно подавляют деление 
клетки. Клетки, в которых подавлен синтез ДНК, удлиняют¬ 
ся, но не делятся, что приводит в конечном счете к образова¬ 
нию очень длинных клеток (рис. 8.17). 

Данные, полученные главным образом при исследовании 
Е. соіі, указывают, что распределение ДНК между дочерними 
клетками является просто следствием роста клетки. Кольце¬ 
вая хромосома прикреплена к определенному участку цито¬ 
плазматической мембраны. После репликации новообразован¬ 
ная хромосома оказывается прикрепленной к соседнему 
участку мембраны. Эти два участка отделяются друг от друга 
благодаря росту находящейся между ними мембраны и по¬ 
следующему образованию перегородки между двумя хромосо¬ 
мами (рис. 8.18). Если репликация по какой-либо причине 
не закончилась, деления клетки не происходит. Видимо, 
имеется причинно-следственная связь между окончанием реп¬ 
ликации хромосомы и последующим делением клетки: после 
завершения репликации хромосомы начинается ряд метаболи¬ 
ческих событий, которые в конце концов приводят к делению 
клетки. Независимо от скорости роста деление клетки Е. соіі 
всегда происходит примерно через 20 мин после завершения 
репликации хромосомы (при 37 °С). 

На рис. 8.18 показано также, что репликация является 
двунаправленной: образуются две репликативные вилки, кото¬ 
рые движутся в противоположных направлениях вокруг хро¬ 
мосомы; когда они встречаются, репликация хромосомы за¬ 
канчивается. 

Время, которое требуется для полного удвоения ДНК 
(т. е. время, необходимое для того, чтобы одна из двух реп¬ 
ликативных вилок прошла половину длины молекулы), со¬ 
ставляет у Е . соіі около 40 мин при 37 °С. Если организм 
растет в такой среде, что цикл роста и деления клетки длит- 
31 ся более 40 мин, цикл синтеза ДНК все равно занимает толь- 








Рис. 8.17. Фазово-конт¬ 
растные (А и Б) и элек¬ 
тронные (В и Г) мик¬ 
рофотографии Б. соіі В, 
иллюстрирующие влия¬ 
ние подавления синтеза 
ДНК на деление клеток. 
Специфическое ингиби¬ 
рование синтеза ДНК 
(в данном случае оно 
достигалось путем добав¬ 
ления митомицина С к 
экспоненциально расту¬ 


щей культуре) не пре¬ 
пятствует росту, но ос¬ 
танавливает деление кле¬ 
ток. В результате бак¬ 
терии, имеющие в нор¬ 
ме вид коротких пало¬ 
чек (А) у приобретают 
сильно удлиненную фор¬ 
му (Б). Электронные 
микрофотографии, сде¬ 
ланные до (В) и через 
3 ч после (Г) добавле¬ 
ния митомицина С, пока¬ 


зывают, что количество 
ядерного материала 
(светлые участки в се¬ 
редине клеток) в присут¬ 
ствии антибиотика прак¬ 
тически не увеличивает¬ 
ся. [Suzuki Н., Pang- 
born J., Kilgore W. W., 
Filamentous cells of 
Escherichia coli formed 
in the presence of mito¬ 
mycin, J. Bacteriol., 93, 
684 (1967).] 











Рис. 8.18. Схема, иллю¬ 
стрирующая взаимосвязь 
между репликацией ДНК, 
расхождением нуклеои- 
дов, физиологическим де¬ 
лением и физическим 
делением клеток в куль¬ 
туре Е. соіі, растущей с 
временем удвоения 

45 мин. Пунктирными ли¬ 
ниями показаны участки 
стенки и мембраны, рост 


которых происходил пе¬ 
ред образованием ново¬ 
го места прикрепления 
хромосомы. Прерыви¬ 
стыми линиями обозна¬ 
чены образовавшиеся в 
результате репликации 
новые участки хромосо¬ 
мы. Волнистыми лини¬ 
ями показаны участки 
стенки и мембраны, рост 
которых происходил пос¬ 


ле появления нового ме¬ 
ста прикрепления хромо, 
сомы. Перегородка, об¬ 
разовавшаяся через 
30 мин, отмечена верти¬ 
кальной прерывистой ли¬ 
нией. [Clark D. J., The 
regulation of DNA repli¬ 
cation and cell division 
in E. coli B/r, Cold Spring 
Harbor Symp. Quant. Bi¬ 
ol., 33, 825 (1968).] 
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ко 40 мин; в остальное время клеточного цикла ДНК не син¬ 
тезируется. Следовательно, синтез ДНК в медленно растущих 
клетках носит прерывистый характер. Однако в несинхрон¬ 
ных культурах количество ДНК во всей популяции возраста¬ 
ет непрерывно, так как клетки находятся на различных ста¬ 
диях цикла. 

Таким образом, цикл деления состоит из двух периодов со 
строго определенной продолжительностью: времени, необхо¬ 
димого для репликации хромосомы, которое мы можем обоз¬ 
начить R, и времени между окончанием репликации и клеточ¬ 
ным делением, которое мы обозначим D. В случае культуры 
Е. соіі , растущей при 37 °С, R и D равны 40 и 20 мин соот¬ 
ветственно (независимо от скорости роста). Как мы уже ви¬ 
дели, периоды R и D могут совпадать или проходить последо¬ 
вательно. Если культура растет с временем удвоения (време¬ 
нем генерации), примерно равным R (рис. 8.19), то очередной 
цикл репликации хромосомы начинается и продолжается 
в течение предшествующего клеточному делению периода D 
продолжительностью 20 мин. При этих условиях в каждую 
дочернюю клетку попадает хромосома, уже содержащая две 
репликативные вилки. Если же время удвоения превышает 
40 мин, часть периода D , в течение которого не происходит 
репликации хромосомы, увеличивается. Вследствие этого 
33 в момент деления дочерние клетки получают хромосомы со 
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Рис. 8.19. Схема сопря¬ 
жения репликации хро¬ 
мосомы и клеточного де¬ 
ления в культуре Е. со - 
И, время удвоения кото¬ 
рой различно. Кольце¬ 
вая хромосома (здесь 
она представлена в виде 


линейной молекулы, ра¬ 
зорванной в точке нача¬ 
ла репликации) всегда 
реплицируется в течение 
40 мин (время R ); через 
20 мин (время D) про¬ 
исходит деление клетки 
(вертикальная стрел¬ 


ка). Инициация репли¬ 
кации (обозначена круж¬ 
ками на концах моле¬ 
кул) всегда происходит 
за 60 мин (R+D) до 
деления. 
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все более укорачивающимися репликативными вилками. Если 
время генерации превышает R + D (т. е. больше 60 мин), 
дочерние клетки получают хромосомы без репликативных 
вилок, так как реинициация репликации хромосомы всегда 
начинается за 60 мин до следующего клеточного деления. 

Следовательно, в клетках, у которых время генерации 
равно или превышает R , координация синтеза ДНК и деления 
клетки достигается двумя путями: во-первых, репликация 
хромосомы начинается через промежутки времени, равные 
времени удвоения культуры, и, во-вторых, инициация синтеза 
происходит за 60 мин до деления клетки. Единственная пере¬ 
менная величина в этом процессе — время начала репликации 
хромосомы; R и D не изменяются. Оба правила соблюдаются 
и в случае применения богатых сред, в которых Е. соіі спо¬ 
собна расти с временем генерации меньше R. Поскольку реи¬ 
нициация происходит через промежутки времени, равные 
времени генерации и меньшие, чем R , образуются множест¬ 
венные вилки , обеспечивающие такую скорость синтеза ДНК, 
которая соразмерна с высокой скоростью роста. 

Соотношение инициации репликации хромосомы и клеточ¬ 
ного деления при различных скоростях роста представлено 
на рис. 8.19. Легко видеть, что основными факторами явля¬ 
ются время и частота инициации нового цикла репликации 

34 ДНК. 








Для процесса инициации необходим синтез белка; при 
блокировании синтеза белка уже начатые циклы синтеза 
ДНК могут завершиться, но новый цикл не может начаться. 
Поэтому была выдвинута гипотеза о том, что инициация на¬ 
ходится под позитивным контролем особого регуляторного 
белка — инициатора. Если концентрация инициатора возра¬ 
стает до определенного порогового уровня, происходит ини- 
циация, после которой инициатор разрушается. Время, необ¬ 
ходимое для достижения эффективной концентрации синтези¬ 
руемого инициатора, в точности соответствует времени 
удвоения культуры. Эта гипотеза согласуется со всеми 
имеющимися данными, но до сих пор инициаторный белок не 
был обнаружен. 

РЕГУЛЯЦИЯ СИНТЕЗА РНК 


Регуляция синтеза РНК разных типов осуществляется с по¬ 
мощью нескольких различных механизмов. Регуляция синтеза 
информационной РНК (мРНК) является важнейшим спосо¬ 
бом регуляции синтеза белка. Как мы уже видели, все меха¬ 
низмы индукции ферментов, репрессии конечным продуктом 
синтеза фермецтов и катаболитной репрессии действуют 
посредством регуляции транскрипции, т. е. синтеза мРНК. 

Регуляция синтеза стабильных молекул РНК [т. е. рибо¬ 
сомной РНК (рРНК) и транспортной РНК (тРНК)] осущест¬ 
вляется с помощью пока еще весьма малоизученных механиз¬ 
мов. Видимо, их синтез регулируется координированно, так 
как при самых разнообразных условиях среды, сильно влияю¬ 
щих на общее содержание РНК (табл. 8.1), внутриклеточное 
соотношение концентраций двух основных типов стабильных 
РНК остается постоянным. До сих пор нет сколько-нибудь 
удовлетворительного объяснения, почему при изменении ско¬ 
рости роста или быстрых изменениях состава среды происхо¬ 
дят изменения концентрации стабильных РНК. В то же 
время твердо установлено два факта. Во-первых, концентра¬ 
ция непосредственных предшественников РНК, т. е. рибо- 
нуклеозидтрифосфатов, не влияет на регуляцию. Во-вторых, 
изменение скорости синтеза РНК связано с изменением числа 
участков (центров) полимеризации РНК; другими словами, 
скорость синтеза определяется числом молекул РНК-полиме- 
разы, активно участвующих в полимеризации. 

ЗАВИСИМОСТЬ СИНТЕЗА 
СТАБИЛЬНЫХ РНК 
ОТ СИНТЕЗА БЕЛКА 

Около 20 лет назад А. Парди (А. Pardee) обнаружил, что 
в культурах Е. соіі, лишенных необходимых аминокислот, не 
только прекращается синтез белка, но также резко останавли- 
35 вается синтез стабильных РНК. Впоследствии были обнару- 
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Рис. 8.20. Влияние недо¬ 
статка метионина в сре¬ 
де на биосинтез РНК у 
штаммов Е. соіі со стро¬ 
гим и ослабленным кон¬ 
тролем. Оба штамма — 
ауксотрофы по метиони¬ 
ну и потому не способ¬ 
ны синтезировать белок, 


если в среде не содер¬ 
жится этой аминокисло¬ 
ты; но в отличие от 
штамма со строгим кон¬ 
тролем, который в отсут¬ 
ствие метионина практи¬ 
чески не синтезирует 
стабильную РНК, штамм 
с ослабленным контро¬ 


лем синтезирует в этих 
условиях значительное 
количество РНК, и ско¬ 
рость синтеза вначале не 
отличается от скорости 
синтеза РНК в присутст¬ 
вии метионина. 



Относительное увеличение массы культуры, растущей на полной среде-: 


жены мутантные штаммы, у которых не было этой строгой 
зависимости синтеза РНК от способности клетки синтезиро¬ 
вать белок. Мутантные штаммы, названные штаммами с ос¬ 
лабленным контролем (relaxed), генетически отличаются от 
родительских штаммов, которые называются штаммами со 
строгим контролем ( stringent ), наличием одной мутации, ло¬ 
кализованной в гене геі. Штаммы с ослабленным контролем 
продолжают синтезировать значительные количества РНК в 
течение некоторого времени после того, как они были лише¬ 
ны какой-либо необходимой аминокислоты (рис. 8.20). 

Вначале казалось, что из факта существования мутантов 
с ослабленным контролем следует, что ген геі кодирует регу¬ 
лятор, необходимый для синтеза стабильных РНК. Однако 
более поздние работы показали, что этот фактор регуляторно 
связан лишь с одним аспектом синтеза РНК, так как зависи¬ 
мость синтеза РНК от скорости роста в ослабленных штам¬ 
мах остается нормальной. Продукт гена геі , по всей вероят¬ 
ности, предотвращает синтез РНК только при остановке син¬ 
теза белка. Продолжающийся синтез РНК после прекращения 
синтеза белка вреден для клетки; это доказывается тем фак- 
36 том, что штаммы с ослабленным контролем, которые синтези- 









ровали РНК в отсутствие необходимой аминокислоты в тече¬ 
ние некоторого времени, при добавлении этой аминокислоты 
в среду снова начинают расти лишь после длительной 
задержки. Аминокислотное голодание вызывает быстрое 
накопление в клетках «строгих» штаммов двух необычных 
нуклеотидов — гуанозин-З'Д'-ди(дифосфата) (ффГфф) и гуа- 
нозин-З'-дифосфат-б'-трифосфата (фффГ фф), тогда как 
в штаммах с ослабленным контролем они не образуются. Эти 
соединения синтезируются рибосомами в присутствии АТФ из 
ГДФ и ГТФ соответственно. Хотя их функция точно неизвест¬ 
на, имеются некоторые указания на то, что они играют важ¬ 
ную роль в регуляции синтеза РНК. 

Регуляция синтеза белков и нуклеиновых кислот имеет 
одно поразительное общее свойство: скорость всех этих био¬ 
синтетических процессов регулируется путем изменения числа 
центров полимеризации, а не путем изменения концентрации 
субстратов. Число репликативных вилок определяет скорость 
синтеза ДНК; число рибосом определяет скорость синтеза 
белка, и, наконец, число активных молекул РНК-полимеразы 
определяет скорость синтеза РНК. 

ЦЕЛЕСООБРАЗНОСТЬ 
БИОЛОГИЧЕСКИХ СИСТЕМ 

От внимания вдумчивого читателя не ускользнет, что регуля¬ 
торные механизмы микроорганизмов обладают странным на 
первый взгляд свойством: микроорганизмы ведут себя так, 
как будто у них есть определенная цель. Такое поведение ха¬ 
рактерно для всех живых организмов, и его называют целе¬ 
сообразным (телеономическим) поведением. Совокупность 
протекающих в них процессов кажется направленной на вы¬ 
полнение предначертанного плана. В случае одноклеточного 
микроорганизма план, управляющий деятельностью организ¬ 
ма, весьма прост; он удивительным образом раскрывается 
при анализе метаболической регуляции. Цель этого плана — 
использовать доступные для клетки в настоящий момент пи¬ 
тательные вещества для образования двух клеток из одной 
с максимально возможной скоростью. 

Со времен Аристотеля биологи размышляли о происхож¬ 
дении этого плана. Некоторым из них источник этого плана 
виделся в каком-то сверхъестественном действующем начале, 
лежащем вне биологического мира; другие приписывали его 
некой природной, хотя и мистической внутренней силе, кото¬ 
рой обладают живые системы: таковы энтелехия Аристотеля 
и жизненный порыв или жизненная сила Бергсона. 

Чарлз Дарвин был первым, кто попытался дать чисто 
научное объяснение целесообразности живых организмов. 
Концепция Дарвина, изложенная в общих чертах ниже, в на- 
37 стоящее время принята всеми биологами. 





План возникает и затем постепенно с течением времени 
усложняется под влиянием естественного отбора, который 
действует, опираясь на небольшие наследуемые различия, 
появляющиеся благодаря мутациям в первоначально одно¬ 
родной популяции. В ходе естественного отбора сохраняются 
только те наследуемые изменения, которые увеличивают при¬ 
способленность организма к его окружению; при этом каждая 
деталь структуры, каждая функция любого организма посто¬ 
янно подвергается испытанию. 

Аллостерические белки — ключевые элементы метаболи¬ 
ческой регуляции — представляют собой один из самых заме¬ 
чательных примеров результата действия естественного отбо¬ 
ра на молекулярном уровне. Едва ли можно сомневаться 
в том, что первоначально функция этих белков была чисто 
каталитической, а их аллостерические свойства были приоб¬ 
ретены вторично. Благодаря мутациям, изменяющим структу¬ 
ру первоначальной каталитической белковой молекулы, на 
поверхности фермента случайно образовались дополнитель¬ 
ные центры связывания, способные взаимодействовать с не¬ 
большими молекулами, отличными от субстрата. В очень 
редких случаях, когда эти- структурные модификации увели¬ 
чивают физиологическую эффективность действия фермента 
и, следовательно, приспособленность организма, в котором 
они возникают, естественный отбор обеспечивает их сохране¬ 
ние; все другие структурные модификации, снижающие фи- 
» зиологическую эффективность, элиминируются естественным 
отбором. Изучая сегодня свойства аллостерических белков, 
ученый занимается отдельными конечными продуктами этой 
молекулярной эволюции, которые в течение длительного вре¬ 
мени отбирались и совершенствовались под действием естест¬ 
венного отбора. 
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9 РОСТ МИКРООРГАНИЗМОВ 


В этой главе будут описаны методы, применяемые для изме¬ 
рения роста микроорганизмов, а также различные стадии и 
способы роста. Внимание будет сосредоточено на одноклеточ¬ 
ных бактериях, так как они представляют собой идеальный 
объект для исследования процессов роста и широко исполь- 
зуются для изучения природы этих процессов. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ РОСТА 


В любой биологической системе рост может быть определен 
как согласованное увеличение количества всех химических 
компонентов. Возрастание массы не обязательно связано 
с ростом, поскольку клетки способны просто накапливать 
запасные вещества, такие, как гликоген или поли-|3-оксибути- 
рат. Однако в подходящей среде, к которой они полностью 
адаптированы, бактерии находятся в состоянии сбалансиро¬ 
ванного роста. В период сбалансированного роста удвоение 
биомассы сопровождается удвоением всех других учитывае¬ 
мых параметров популяции, например количества белка, 
РНК, ДНК и внутриклеточной воды. Иными словами, куль¬ 
туры, растущие сбалансированно, сохраняют постоянный хи¬ 
мический состав. Явление сбалансированного роста упроща¬ 
ет задачу измерения скорости роста бактериальной культуры; 
так как-скорость прироста всех компонентов популяции одна 
и та же, то для определения скорости роста достаточно из¬ 
мерить прирост любого компонента. 

МАТЕМАТИЧЕСКОЕ ВЫРАЖЕНИЕ РОСТА 


Бактериальная культура, растущая сбалансированно, имити¬ 
рует автокаталитическую химическую реакцию первого по¬ 
рядка, т. е. скорость прироста вещества клеток в любой дан¬ 
ный момент пропорциональна числу или массе имеющихся 
в это время бактерий. 

Скорость прироста клеток=р (число или масса клеток) (9.1) 


Коэффициент пропорциональности р является индексом 
скорости роста и называется удельной скоростью роста. По¬ 
скольку мы принимаем, что рост сбалансирован, р показы¬ 
вает также отношение прироста любого данного клеточного 
компонента к исходному количеству этого компонента, что 
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(9.2) 


можно выразить в математической форме: 


dN 

dt 


liN, 




Где N — число клеток в 1 мл, X — масса клеток в 1 мл, Z — 
количество любого клеточного компонента в 1 мл, t — время 
и jli — удельная скорость роста. Действительно, эти уравне¬ 
ния точно описывают рост большинства культур одноклеточ¬ 
ных бактерий. На практике удобнее использовать другие (не¬ 
дифференциальные) формы этих уравнений. В результате 
интегрирования уравнения (9.2) получаем 

In Z—In Z 0 =|ы (t — t 0 ) y (9.3) 

а после перевода натуральных логарифмов в десятичные 

\ g Z-\gZ 0 =^-{t-t 0 ), (9.4) 

где величины Z и Z 0 представляют количество любого компо¬ 
нента бактериальной культуры в моменты времени t и to 
соответственно. Измеряя Z и Z 0 , можно вычислить величину 
р — удельную скорость роста культуры. Таким образом, если 
культура содержит ІО 4 клеток в 1 мл в момент to и ІО 8 кле¬ 
ток в 1 мл через 4 ч, удельная скорость роста культуры равна 


= —— 2,303 =2,303 ч -1 . 

4 


(9.5) 


Величины р достаточно для определения скорости роста 
культуры. Однако обычно используют и некоторые другие 
параметры. Одним из них служит среднее время удвоения 
биомассы, или время генерации (g), определяемое как период, 
необходимый для увеличения в два раза количества всех ком¬ 
понентов культуры 1 . 

Взаимосвязь между j и р можно вывести из уравнения 
(9.3), так как, если рассматриваемый интервал времени 
(і — to) равен g, то Z будет равно 2Z 0 . Сделав эти подстанов¬ 
ки, получим 

_ In 2 _ 0,693 /Q 


В выбранном нами примере среднее время удвоения куль¬ 
туры g равно 0,693/2,303, т. е. 0,42 ч или 25 мин. Это относи¬ 
тельно высокая скорость роста для бактерий, как показывают 
примеры, представленные в табл. 9.1. 
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1 Иногда в качестве коэффициента скорости роста используют вели¬ 
чину, обратную времени удвоения. Этот коэффициент ( k ) численно равен 
р и может ввести в заблуждение, поэтому его применения следует избегать. 







ТАБЛИЦА 9.1 

МАКСИМАЛЬНАЯ ЗАРЕГИСТРИРОВАННАЯ СКОРОСТЬ РОСТА НЕКОТОРЫХ 
БАКТЕРИЙ, ВЫРАЩЕННЫХ В СЛОЖНЫХ СРЕДАХ (ЕСЛИ НЕТ ДРУГИХ 
УКАЗАНИЙ) ПРИ ОПТИМАЛЬНОЙ ИЛИ БЛИЗКОЙ К ОПТИМАЛЬНОЙ 
ТЕМПЕРАТУРЕ 


Организм 

Темпера¬ 
тура, °C 

Время уд¬ 
воения био¬ 
массы, ч 

Beneckea natriegens 

37 

0,16 

Bacillus stearothermophilus 

60 

0,14 

Escherichia coli 

40 

0,35 

Bacillus subtilis 

40 

0,43 

Pseudomonas putida 

30 

0,75 l 

Vibrio marinus 

15 

1,35 

Rhodopseudomonas sphaeroides 

30 

2,2 

Mycobacterium tuberculosis 

37 

/-^6 

Nitrobacter agilis 

27 

~ 20 1 


1 Выращен в синтетической среде. 


Вышеприведенные математические выражения для скоро- 
ctH роста бактерий получены на основе предположения, что 
скорость прироста пропорциональна числу (или массе) кле¬ 
ток, имеющихся в каждый данный момент. Как показывает 
уравнение (9.6), из этого предположения следует также, что 
в период сбалансированного роста время удвоения ( g ) есть 
величина постоянная. Те же уравнения можно получить, пред¬ 
положив, что среднее время удвоения — величина постоянная, 
и это приведет к заключению, что скорость прироста числа 
(или массы) клеток пропорциональна их числу (или массе) 
в любой данный момент. 

КРИВАЯ РОСТА 

Уравнение (9.4) предопределяет прямолинейную зависимость 
между логарифмом числа клеток (или любым другим изме¬ 
ряемым параметром популяции) и временем (рис. 9.1, Л) 
с наклоном прямой, соответствующим р/2,303, и отсекаемым 
ею на ординате отрезком, равным log No. Взяв антилогарифм, 
уравнение (9.4) можно написать в экспоненциальной форме: 

Z=Z 0 10М*-/о)/2.з<ю (9.7) 

В нем выражена экспоненциальная связь между числом кле¬ 
ток в популяции (или любым другим измеряемым параметром 
популяции) и временем (рис. 9.1, Б). О популяции бактерий, 
развитие которой подчиняется этим уравнениям, говорят, что 
она находится в экспоненциальной фазе роста. 

Экспоненциальный рост с высокими скоростями обычно не 
поддерживается в микробной популяции длительное время. 

41 Причина этого становится очевидной, если рассмотреть по- 










Рис. 9.1. Сравнение спо¬ 
собов графического изо¬ 
бражения данных о ро¬ 
сте бактериальной куль¬ 
туры. А. Логарифм плот¬ 
ности (числа клеток в 
1 мл, N) сбалансирован¬ 
но растущей культуры 


как функция времени 
представляет собой пря¬ 
мую линию, наклон ко¬ 
торой соответствует 
удельной скорости роста 
(ц), деленной на 2,303, 
а отсекаемый ею отрезок 
на оси ординат равен 


log N 0 . Б. Прямые дан¬ 
ные о плотности клеточ¬ 
ной популяции, пред¬ 
ставленные на графике 
как функция времени, 
дают экспоненциальную 
кривую. 




Рис. 9.2. Обобщенная 
кривая роста бактери¬ 
альной культуры. 


следствия такого роста. Единственная бактерия, у которой 
время удвоения равно 20 мин, через 48 ч экспоненциального 
роста дала бы потомство весом 2,2- Ю 31 г, что приблизительно 
в 4000 раз больше веса Земли. 

В норме рост бактериальных популяций ограничивается 
вследствие исчерпания доступных источников питания или 
накопления токсичных продуктов обмена веществ. В резуль¬ 
тате этого скорость роста снижается, и в конечном счете рост 
прекращается. Говорят, что культура в этот момент находит¬ 
ся в стационарной фазе (рис. 9.2). Переход из экспоненци¬ 
альной фазы в стационарную включает период несбалансиро¬ 
ванного роста , когда разные клеточные компоненты синтези¬ 
руются с различными скоростями. Поэтому в стационарной 
42 фазе химический состав клеток отличается от их состава 











в экспоненциальной фазе. Хотя состав клеток в стационарной 
фазе зависит от определенного фактора, ограничивающего 
рост, для них характерны и некоторые общие свойства. Так, 
по сравнению с клетками, находящимися в экспоненциальной 
фазе, клетки стационарной фазы меньше по размеру (по¬ 
скольку клеточное деление продолжается и после прекраще¬ 
ния увеличения массы); они более устойчивы к физическим 
воздействиям (нагревание, охлаждение, облучение) и хими¬ 
ческим агентам. 


ФАЗА ОТМИРАНИЯ 

Если бактериальные клетки находятся в таких условиях, ко¬ 
торые не поддерживают их рост, то в конечном счете они от¬ 
мирают. Их гибель является результатом действия ряда фак¬ 
торов, одним из которых, имеющим важное значение, являет¬ 
ся исчерпание запасов энергии в клетке. Отмирание, подобно 
росту, описывается экспоненциальной функцией, поэтому на 
графике, построенном в полулогарифмическом масштабе 
(рис. 9.2), фаза отмирания изображается линейным умень¬ 
шением во времени числа жизнеспособных клеток. Скорость 
отмирания бактерий широко варьирует в зависимости от усло¬ 
вий и особенностей организма (например, энтеробактерии 
отмирают медленно в отличие от некоторых видов Bacillus , 
которые отмирают быстро).* 

ЛАГ-ФАЗА 

При перенесении клеток из культуры, находящейся в стацио¬ 
нарной фазе, в свежую среду того же состава они приобрета¬ 
ют способность к возобновлению роста только после опреде¬ 
ленного периода, в течение которого происходит изменение 
их химического состава. Продолжительность этого периода 
адаптации, называемого лаг-фазой (рис. 9.2), может быть 
самой различной, но обычно его длительность прямо пропор¬ 
циональна длительности предшествующей стационарной 
фазы. 

ЛИНЕЙНЫЙ РОСТ 

В некоторых случаях кинетика бактериального роста являет¬ 
ся линейной, а не экспоненциальной. В этих условиях ско¬ 
рость прироста постоянна, т. е. 

4г= С > (9.8) 

или после интегрирования 

N=Ct. (9.9) 

Линейной функцией времени ( t ) является число клеток 
(УѴ), а не логарифм этого числа. 

К линейному росту может приводить ряд условий. Напри¬ 
мер, если бактерия, нуждающаяся в никотиновой кислоте как 
43 факторе роста, лишена этого соединения, она не способна 






Рис. 9.3. Линейный рост 
Е. соіі в среде, содер¬ 
жащей аминокислотный 
аналог л-фторфенилала- 
нин (сплошная линия). 
Аналог добавлен в мо¬ 
мент, указанный верти¬ 
кальной стрелкой. Пунк¬ 
тирная линия показывает 
рост параллельной куль¬ 
туры, не содержащей 
л-фторфенилаланина. 


синтезировать никотинамиднуклеотидные коферменты, для 
которых никотиновая кислота служит специфическим биосин¬ 
тетическим предшественником. В связи с участием никотин- 
амиднуклеотидных коферментов в переносе электронов их 
уровень в клетке определяет общую скорость метаболизма, 
а следовательно, и роста. Если дальнейший синтез этих ком¬ 
понентов прекращается, то скорость роста популяции стано¬ 
вится прямо пропорциональной запасам никотинамиднуклео- 
тидных коферментов в клетках, а общая каталитическая 
активность больше не возрастает. Поэтому и скорость увели¬ 
чения числа клеток остается постоянной. Введение в куль- 
туру я-фторфенилаланина, аналога природной аминокислоты 
фенилаланина, также приводит к ее линейному росту 
(рис. 9.3). Аналог достаточно близок к природной амино¬ 
кислоте и может включаться во вновь синтезированные белки 
вместо фенилаланина. Однако белки, содержащие я-фторфе- 
нилаланин, в основном не являются функционально активны¬ 
ми, а следовательно, не увеличивают каталитической актив¬ 
ности клетки. В результате скорость роста не может превы¬ 
сить предела, определяемого каталитической активностью 
клеток в момент введения в культуру аналога фенилаланина. 

Некоторые мутации, препятствующие в определенных 
условиях дальнейшему синтезу необходимого белка, также 
приводят к линейному росту культуры, помещенной в эти 
условия. 

ИЗМЕРЕНИЕ РОСТА 

Следить за ростом необходимо с помощью количественных 
измерений. Как уже упоминалось выше, экспоненциальный 
рост обычно сбалансирован, поэтому для определения скоро¬ 
сти роста можно измерять любое свойство биомассы. Для 
удобства обычно измеряют массу или число клеток. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ КЛЕТОЧНОЙ МАССЫ 

Единственный прямой способ измерения клеточной массы — 
это определение веса сухого вещества клеток, содержащихся 
44 в определенном объеме культуры, путем отделения их от сре- 










Рис. 9.4. Зависимость 
между оптической плот¬ 
ностью суспензии бакте¬ 
рий и массой бактери¬ 
альных клеток. Видно, 
что прямая пропорцио¬ 
нальность наблюдается 
только при низких вели¬ 
чинах оптической плот¬ 
ности, а при высоких 
происходит отклонение 
от прямой пропорцио¬ 
нальности (пунктирная 
линия); видно также, 
что измерения более чув¬ 
ствительны при исполь¬ 
зовании света с более 
короткой длиной волны 

ды, высушивания и последующего взвешивания. Такие опре¬ 
деления занимают много времени и относительно мало чувст¬ 
вительны. С помощью обычных весов трудно точно опреде¬ 
лить вес, не превышающий 1 мг; между тем такое количество 
сухого вещества может содержать до 5 млрд, бактерий. 

Лучшим методом определения массы одноклеточных 
микроорганизмов является оптический метод — измерение 
количества света, рассеянного суспензией клеток. Он основан 
ла том, что рассеяние света мелкими частицами в определен¬ 
ных пределах пропорционально их концентрации. Когда луч 
света проходит через суспензию бактерий, он частично рас¬ 
сеивается и доля пропущенного света служит мерой плотности 
суспензии. Такие измерения обычно делают с помощью 
спектрофотометра. Этот прибор показывает единицы оптиче¬ 
ской плотности ( D)\ оптическая плотность представляет со¬ 
бой логарифм отношения интенсивности света, падающего на 
суспензию (/о), к интенсивности пропущенного ею света (/): 

D — \og~. (9.10) 

Спектрофотометр удобен для определения плотности кле¬ 
точных суспензий. Когда он откалиброван по бактериальным 
суспензиям известной плотности (рис. 9.4), то позволяет точ¬ 
но и быстро определить вес сухой биомассы в единице объема 
культуры. Необходимо подчеркнуть, что измерения плотности 
клеточных суспензий имеют смысл только при сравнении со 
стандартной кривой, подобной той, которая приведена на 
рис. 9.4. Так как рассеяние обратно пропорционально четвер¬ 
той степени длины волны рассеиваемого света, чувствитель¬ 
ность измерений резко возрастает при использовании излуче¬ 
ния с более короткими длинами волн; однако обычно нижний 
предел чувствительности данного метода достигается при 
45 измерении плотности бактериальных суспензий, содержащих 









Рис. 9.5. Сравнение рас¬ 
положения компонентов 
оптической схемы в фо¬ 
тометре и в нефеломет¬ 


ре. Более высокая чув¬ 
ствительность нефело¬ 
метра обусловлена из¬ 
мерением рассеянного, а 


не остаточного нерассе* 
янного света. 
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около 10 млн. клеток в 1 мл. Более чувствительные приборы 
для измерения светорассеяния называются нефелометрами. 
В них светочувствительное устройство расположено под пря¬ 
мым углом к падающему лучу света и поэтому прямо измеря¬ 
ет рассеянный свет (рис. 9.5). 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЧИСЛА КЛЕТОК 

Число одноклеточных организмов в суспензии можно опреде¬ 
лить микроскопически, подсчитав отдельные клетки в точно 
измеренном очень малом объеме. Такой подсчет обычно дела¬ 
ют на специальных предметных стеклах — счетных камерах . 
На них начерчены квадраты известной площади, и их конст¬ 
рукция позволяет внести между предметным и покровным 
стеклами слой жидкости известной толщины. Следовательно, 
можно точно вычислить объем жидкости, покрывающей каж¬ 
дый квадрат. Такой прямой подсчет называют определением 
общего числа клеток. Он учитывает как живые, так и мерт¬ 
вые клетки, поскольку их нельзя различить при микроскопи¬ 
ческом исследовании, по крайней мере в случае бактерий. 

Основное ограничение прямого микроскопического подсче¬ 
та численности бактериальных популяций — необходимость 
иметь относительно высокие концентрации клеток в суспен¬ 
зии. Большое увеличение, позволяющее регистрировать бак¬ 
терии, в то же время ограничивает объем жидкости, который 
можно подвергнуть тщательному исследованию под микроско¬ 
пом. Тем не менее в известном объеме должно содержаться 
достаточное число клеток, чтобы сделать подсчет статистиче- 
46 ски значимым, В результате данным методом можно анализи- 























ровать с любой степенью точности только те суспензии, кото¬ 
рые содержат не менее 10 млн. клеток в 1 мл. 

Для прямого подсчета клеток в суспензии используют так¬ 
же электронный прибор, названный по имени его изобретате¬ 
ля счетчиком Коултера. Порцию суспензии пропускают через 
очень тонкое отверстие в небольшой стеклянной трубке. Это 
отверстие служит, кроме того, и для замыкания электрическо¬ 
го тока, проходящего через среду между электродами, распо¬ 
ложенными внутри трубки и на ее внешней поверхности. 
Определение основано на различии в проводимости между 
бактерией и окружающей средой. Каждый раз, когда бакте¬ 
риальная клетка проходит через отверстие, проводимость па¬ 
дает, что обнаруживается и регистрируется электронным 
счетчиком. Прибор может различать величину и длительность 
изменений проводимости и таким образом регистрировать и 
записывать не только число клеток в популяции, но и распре¬ 
деление их по размеру. Отверстие, обычно используемое для 
подсчета бактерий, имеет диаметр 30 мкм, поэтому среда, 
в которой находятся клетки, должна быть тщательно осво¬ 
бождена от посторонних частиц (например, пыли), так как 
мельчайшие из них будут подсчитаны как бактерии, а более 
крупные закупорят отверстие. 

Число одноклеточных организмов можно подсчитать так¬ 
же после их высева в чашки Петри, поскольку жизнеспособ¬ 
ные клетки, пространственно отделенные друг от друга во 
всем объеме агаризованной среды или на ее поверхности, 
в процессе роста образуют отдельные макроскопические коло¬ 
нии. Следовательно, приготовив соответствующие разведения 
бактериальной популяции и использовав их для засева подхо¬ 
дящей среды, можно определить число жизнеспособных кле¬ 
ток в исходной популяции путем подсчета числа вырастающих 
после инкубации колоний и умножения этой цифры на коэф¬ 
фициент разведения. В отличие от прямого микроскопического 
или электронного подсчета такой метод обычно называют 
определением числа жизнеспособных клеток, поскольку он 
позволяет учесть только те клетки, которые могут расти на 
использованной для посева среде. Определение числа жизне¬ 
способных клеток, несомненно, является наиболее чувстви¬ 
тельным методом количественного учета бактерий, так как он 
дает возможность зарегистрировать даже единичную жизне¬ 
способную клетку в суспензии. Его точность зависит от соб¬ 
людения некоторых предосторожностей. Необходимо подсчи¬ 
тать большое число колоний, желательно в двух или трех 
чашках, содержащих каждая по нескольку сотен колоний 
(стандартная ошибка приблизительно равна квадратному 
корню из числа подсчитанных колоний). При определении 
числа клеток в растущей культуре важно понимать, что в про¬ 
цессе разбавления оно продолжает увеличиваться, даже если 
47 для разбавления используется среда, недостаточная для обес- 





после проведения инку¬ 
бации в течение 3,5 ч. 
Жизнеспособные клетки 
образуют микроколонии. 
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печения непрерывного роста. Рост клеток нельзя затормозить, 
не оказывая влияния на их жизнеспособность. Быстрое 
охлаждение перед разбавлением или во время него в некото¬ 
рых случаях может вызвать гибель значительной части попу¬ 
ляции — явление, называемое холодовым шоком. 

Для установления доли жизнеспособных клеток в популя¬ 
ции можно использовать методы отдельного определения об¬ 
щего числа клеток и числа жизнеспособных клеток. Долю 
жизнеспособных клеток определяют также непосредственно 
с помощью иного метода, сочетающего микроскопическое на¬ 
блюдение и выращивание клеток. Для этого соответствующим 
образом разбавленный образец наносят поверх тонкого слоя 
агаризованной среды, помещенной на стерильное предметное 
стекло, которое инкубируют до тех пор, пока не произойдет 
нескольких клеточных делений, а затем просматривают под 
микроскопом, используя метод фазового контраста. В этих 
условиях можно легко обнаружить жизнеспособные клетки, 
образующие микроколонии, и точно определить их долю от¬ 
носительно оставшихся одиночными нежизнеспособных кле¬ 
ток (рис. 9.6). 

ЭФФЕКТИВНОСТЬ РОСТА: 

ЭКОНОМИЧЕСКИЙ КОЭФФИЦИЕНТ 

Урожай бактериальной культуры — это разность между мас¬ 
сой (или числом) клеток, имеющихся в культуре, вступившей 
в стационарную фазу, и массой (или числом) клеток, внесен¬ 
ных в среду с инокулятом. Если рост ограничен определенным 
субстратом, то между начальной концентрацией внесенного 
в среду лимитирующего субстрата и полученным общим уро¬ 
жаем существует постоянная линейная зависимость, показан¬ 
ная на рис. 9.7. Поэтому масса клеток, образованная на еди¬ 
ницу лимитирующего субстрата, представляет собой констан¬ 
ту— экономический коэффициент , или выход биомассы (У). 
Величина У может быть вычислена из отдельного определения 
общего урожая по уравнению 

Г = (9.11) 

48 где X — вес сухого вещества клеток в 1 мл культуры, всту- 


Рис. 9.6. Определение 
жизнеспособности мик¬ 
роорганизмов путем ком¬ 
бинирования выращи¬ 
вания и микроскопиче¬ 
ского наблюдения. Обра¬ 
зец культуры распреде¬ 
ляют поверх тонкого 
слоя агаризованной сре¬ 
ды и фотографируют 








Рис. 9.7. Зависимость 
между общим урожаем 
аэробной бактерии ( Pse¬ 
udomonas sp.) и началь¬ 
ной концентрацией ли¬ 
митирующего субстрата 


(фруктозы). Опыты про¬ 
ведены в синтетической 
среде с фруктозой в ка¬ 
честве единственного 
источника углерода и 
энергии. Наклон кривой 


равен экономическому 
коэффициенту (У) дан¬ 
ной бактерии в присутст¬ 
вии фруктозы (см. 
текст). 



пившей в стационарную фазу, Х 0 — вес сухого вещества кле¬ 
ток в 1 мл сразу после инокуляции среды и С — концентрация 
лимитирующего субстрата. 

Вычислив однажды экономический коэффициент для 
любого необходимого субстрата, можно в дальнейшем исполь¬ 
зовать его для расчета концентрации этого субстрата в сме¬ 
си неизвестного состава. Для этого измеряют урожай, кото¬ 
рый обеспечивает определенный объем этой смеси, добавлен¬ 
ный к среде, не содержащей лимитирующего субстрата, но 
полноценной во всех других отношениях. Такой способ назы¬ 
вается биологическим определением (биопробой). Его широ¬ 
ко использовали в прошлом для измерения концентрации 
аминокислот и витаминов в пищевых продуктах. В настоящее 
время для этих целей применяют химические и физические 
методы, получившие общее признание, однако принцип био¬ 
логического определения остается важным способом выявле¬ 
ния и измерения веществ, способных стимулировать рост 
организмов. Для проведения биологического определе¬ 
ния требуется только штамм микроорганизма, для которо¬ 
го испытуемое вещество является необходимым субстра¬ 
том (гл. 31). 

В случае хемогетеротрофной бактерии экономический 
коэффициент, измеренный исходя из потребленного органиче¬ 
ского субстрата, становится показателем эффективности пре¬ 
вращения субстрата в бактериальную массу. Данные, пред¬ 
ставленные на рис. 9.7, получены для облигатноаэробной хе¬ 
могетеротрофной псевдомонады, растущей на синтетической 
среде с фруктозой в качестве единственного источника угле¬ 
рода и энергии. Согласно этому графику, экономический 
49 коэффициент приблизительно равен 0,4. Учитывая, что содер- 
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жание углерода во фруктозе и в веществе клетки составляет 
соответственно 40 и 50%, можно рассчитать, что в углерод 
клетки превращается около половины углерода фруктозы. 
Следовательно, данный микроорганизм расходует около по¬ 
ловины углерода фруктозы на образование клеток, а другую 
половину окисляет до С0 2 . Аналогичные опыты с другими 
аэробными хемогетеротрофами, использующими сахара в ка¬ 
честве единственного источника углерода, показывают, что 
эффективность превращения углерода сахара в углерод кле¬ 
ток варьирует приблизительно от 20 до 50 %. По-видимому, эта 
разница отражает различия в эффективности образования 
АТФ при катаболизме субстрата; данные в пользу этого выво¬ 
да приведены ниже. 

При выращивании в богатых средах некоторых микроор¬ 
ганизмов, способных существовать только за счет брожения 
(облигатных анаэробов), с помощью радиоактивных индика¬ 
торов обнаружен лишь незначительный переход углерода 
сбраживаемого субстрата в вещество клеток или полное 
отсутствие такого перехода. В этих условиях вещество клеток 
образуется из других компонентов среды (аминокислот, пури¬ 
нов, пиримидинов и т. д.), а сбраживаемый субстрат служит 
только источником энергии. Для многих типов брожения 
выход АТФ известен так же, как урожай клеток, который 


ТАБЛИЦА 9.2 

ЭКОНОМИЧЕСКИЙ КОЭФФИЦИЕНТ, ИЗМЕРЕННЫЙ У МИКРООРГАНИЗМОВ, 
ОСУЩЕСТВЛЯЮЩИХ БРОЖЕНИЕ, В РАСЧЕТЕ НА ИСПОЛЬЗОВАННУЮ 
ГЛЮКОЗУ ИЛИ ОБРАЗОВАВШИЙСЯ АТФ 


Организм 


Тип брожения и 
его механизм 


Количе¬ 
ство молей 
АТФ, 
образо¬ 
ванных на 
1 моль 
расщеп¬ 
ленной 
глюкозы 


Молярный 
экономиче ский 
коэффициент, 
выраженный 
в граммах 
клеток, обра¬ 
зованных на 
1 моль 


рас¬ 

щеп¬ 

ленной 

глю¬ 

козы 


обра¬ 

зовав¬ 

шегося 

АТФ 


Saccharomyces се- 
revisiae (дрож¬ 
жи) 

Strpeptococcus fae- 
calis 

Спиртовое, путь Эмб¬ 
дена — Мейергофа 

2 

21 

10,5 

Гомоферментативное мо¬ 
лочнокислое, путь Эм¬ 
бдена — Мейергофа 

2 

22 

11,0 

Lactobacillus del - 

bruckii 

Гомоферментативное мо¬ 
лочнокислое, путь Эм¬ 
бдена — Мейергофа 

2 

21 

10,5 

Zymomonas mobilis 

Спиртовое, путь Энтне- 
ра — Дудорова 

1 

8,6 

8,6 
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составляет приблизительно 10 г сухого вещества на 1 моль 
образовавшегося АТФ (Уатф), что свидетельствует о незна¬ 
чительном варьировании у микроорганизмов количества энер¬ 
гии, затрачиваемой на полимеризацию углеродных мономеров 
в макромолекулы. При расчете урожая клеток на молъ ис¬ 
пользованного при брожении субстрата такое постоянство не 
обнаруживается, поскольку пути сбраживания одного и того 
же субстрата разными микроорганизмами могут различаться 
по выходу АТФ. Например, у Zymomonas mobilis сбражива¬ 
ние глюкозы в этиловый спирт идет по пути Энтнера— Дудо¬ 
рова с образованием 1 моля АТФ на 1 моль расщепленной 
глюкозы; в то же время дрожжи для осуществления этого 
процесса используют путь Эмбдена —Мейергофа, причем на 
1 моль глюкозы образуется 2 моля АТФ. В результате дрож¬ 
жи дают значительно больше клеток, чем Zymomonas , в рас¬ 
чете на 1 моль сброженной глюкозы, но приблизительно то же 
самое количество на 1 моль образовавшегося при брожении 
АТФ (табл. 9.2). Относительное постоянство Удтфможет быть 
использовано для оценки выхода АТФ в каком-либо еще 
не изученном пути диссимиляции. 

СИНХРОННЫЙ РОСТ 

До сих пор мы рассматривали характерные особенности роста 
бактериальной популяции. Такие исследования не позволяют 
сделать заключение о поведении индивидуальных клеток 
в процессе роста, так как у большинства бактериальных 
культур распределение клеток по размеру (а следовательно, 
и по возрасту) имеет совершенно случайный характер. Ин¬ 
формацию о поведении отдельных бактерий в процессе роста 
можно получить при изучении синхронных культур, т. е. куль¬ 
тур, в которых все клетки находятся на одинаковой стадии 
клеточного цикла. Результаты опытов, проведенных на таких 
культурах, равноценны данным о поведении индивидуальных 
клеток. 

Существует ряд методов, с помощью которых получают 
синхронные культуры бактерий. Синхронность можно инду¬ 
цировать путем изменений (обычно циклических) окружаю¬ 
щих условий. У некоторых бактерий синхронность вызывают 
повторными изменениями температуры или внесением свежих 
питательных веществ в культуры, которые только что достиг¬ 
ли стационарной фазы. Кроме того, синхронную популяцию 
клеток можно получить из неупорядоченной популяции в ре¬ 
зультате отбора, физически отделяя клетки, находящиеся на 
одной и той же стадии клеточного цикла. Это осуществляют 
путем дифференциального фильтрования или центрифугиро¬ 
вания. Для физиологических исследований методы с примене¬ 
нием селекции предпочтительнее методов, в которых для полу- 
51 чения синхронных культур используется индукция, поскольку 
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Рис. 9.8. Получение син¬ 
хронных культур мето¬ 
дом Хельмштеттера— 

Каммингса. 
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Рис. 9.9. Синхронный 
рост культуры Е. соіі в 
минимальной среде, со¬ 
держащей глюкозу. Элю- 
ат мембранной культуры 
(метод Хельмштеттера— 
Каммингса) собирали в 
течение 3 мин и инкуби¬ 
ровали при 30 °С. (Магг 


А. G., Painter Р. R., 
Nilson Е. Н., Growth 
and Division of Individu¬ 
al Bacteria, in Microbial 
Growth, 19th Symposium 
of the Society of Gene¬ 
ral Microbiology. Cambrid¬ 
ge, England, Cambridge 
University Press, 1969.) 


метод индукции может вызвать циклические изменения, не 
типичные для нормального клеточного цикла. 

Прекрасным селективным способом получения синхрон¬ 
ных культур является метод Хельмштеттера — Каммингса, 
основанный на том, что некоторые бактерии прочно удержи¬ 
ваются фильтрами (миллипоровыми) из нитрата целлюлозы. 
Метод заключается в фильтровании несинхронизированной 
культуры бактерий через миллипоровый фильтр, который за¬ 
тем перевертывают и осторожно промывают свежей средой 
(рис. 9.8). После смывания с фильтра слабо связанных бак¬ 
терий поток проходящей через фильтр среды содержит только 
клетки, образующиеся в результате деления. Следовательно, 
в смыве присутствуют лишь вновь образованные клетки, на¬ 
ходящиеся на одной и той же стадии клеточного цикла. 

На рис. 9.9 показан рост культуры Е. соіі, синхронизиро¬ 
ванной таким способом. В течение примерно одного часа 
вновь образованные клетки увеличиваются в размере; поэто¬ 
му их число в культуре остается приблизительно постоянным. 
Затем происходит довольно резкое удвоение числа клеток. 
Во втором цикле деления образуется менее четкое плато, 
а возрастание популяции занимает больший период, что указы¬ 
вает на снижение степени синхронности. В третьем цикле де¬ 
ления признаки синхронности почти не сохраняются. 

Синхронные культуры быстро утрачивают синхронность, 
потому что не все клетки популяции делятся, достигнув одно¬ 
го и того же размера, возраста или момента времени, прошед¬ 
шего после предыдущего деления. Скорость потери синхрон- 
52 ности позволяет рассчитать распределение клеток по возра - 




























Рис. 9.10. Скорость ро¬ 
ста (мкм 3 /час) индиви¬ 
дуальных клеток Е. со- 
Іі, выращиваемых в син¬ 
тетической среде, как 
функция размера клет¬ 
ки (мкм 3 ). (Marr A. G., 
Painter Р. R., Nilson 
Е. Н., Growth and Divi¬ 
sion of Individual Bacte¬ 
ria, in Microbial Growth, 
19th Symposium of the 
Society of General Mic¬ 
robiology. Cambridge, 
England, Cambridge Uni¬ 
versity Press, 1969). 

Рис. 9.11. Сравнение 
распределения величи¬ 
ны интервала между 
делениями и возраста 
клеток в экспоненциаль¬ 
но растущей популяции 
Е. coll (Marr A. G., 
Painter Р. R., Nilson 
Е. Н., Growth and Divi¬ 
sion of Individual Bacte¬ 
ria, in Microbial Growth, 
19th Symposium of the 
Society of General Micro¬ 
biology. Cambridge, Eng¬ 
land, Cambridge, Univer¬ 
sity Press, 1969). 

• сту в момент беления. Используя электронные методы подсче¬ 
та, можно установить распределение клеток по размеру в экс¬ 
поненциально растущей культуре. Эти две характеристики 
позволяют вычислить скорость роста как функцию размера 
клеток (рис. 9.10). Взаимоотношение этих величин сложное: 
очень мелкие клетки растут медленно, клетки промежуточного 
размера — быстрее, а у очень крупных клеток рост снова 
замедляется. 

Аналогичные расчеты позволяют установить распределе¬ 
ние клеток различного возраста (период, прошедший с мо¬ 
мента деления, в результате которого они образовались) 
в экспоненциальной культуре (рис. 9.11). И в этом случае 
также наблюдается довольно сложное взаимоотношение, на¬ 
поминающее связь между скоростью роста и размером кле¬ 
ток. Рис. 9.11 отражает общее свойство любой увеличиваю¬ 
щейся популяции: численное преобладание молодых особей. 

Пожалуй, наиболее наглядным примером того, что кинети¬ 
ку роста отдельных клеток нельзя вывести из кинетики роста 
общей популяции, является развитие Caulobacter. Популяция 
одноклеточных бактерий этого типа всегда состоит из двух 
53 морфологически различных видов клеток: клеток со стебель- 














Рис. 9.12. Влияние кон¬ 
центрации питательного 
вещества на удельную 
скорость роста Е. соіі. 
А. Влияние концентра¬ 


ции глюкозы. Б. Влия¬ 
ние концентрации трип¬ 
тофана (для мутанта, 
нуждающегося в трипто¬ 
фане). [Shehata Т. Е., 


Marr A. G., Effect of nut¬ 
rient concentration on the 
growth of Escherichia 
coli, J. Bacteriol., 107, 
210 (1971).] 



Концентрация глюкозы, ыкМ 
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ками и клеток-швермеров. Стебельковые клетки всегда рас¬ 
тут значительно быстрее, чем швермеры (см. гл. 5), хотя по¬ 
пуляция в целом характеризуется экспоненциальным ростом 
с постоянной скоростью. 

ВЛИЯНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ 
ПИТАТЕЛЬНЫХ ВЕЩЕСТВ 
НА СКОРОСТЬ РОСТА 

Во многих отношениях процесс бактериального роста напоми¬ 
нает химическую реакцию, в которой из компонентов среды 
(реагентов) образуются новые клетки (продукты реакции), 
а бактериальная популяция играет роль катализатора. Ско¬ 
рость химической реакции определяется концентрацией реа¬ 
гентов, однако, как мы уже знаем, скорость роста бактерий 
остается постоянной до полного исчерпания в среде лимити¬ 
рующего субстрата. Этот кажущийся парадокс объясняется 
действием пермеаз, которые способны поддерживать насы¬ 
щающие внутриклеточные концентрации питательных ве¬ 
ществ, хотя в среде эти вещества могут содержаться в самых 
различных концентрациях (гл. 10). Тем не менее при чрезвы¬ 
чайно низких концентрациях питательных веществ в окру¬ 
жающей среде пермеазные системы не в состоянии поддер¬ 
живать насыщающие внутриклеточные концентрации этих 
веществ и скорость роста снижается. 

Кривые, отражающие зависимость скорости роста от кон¬ 
центрации питательных веществ, представляют собой гипербол 
лы (рис. 9.12) и описываются уравнением 

И - == М'гпах Ks C + c » ( 9 - 12 ) 

где ц — удельная скорость роста при концентрации лимити- 
54 рующего субстрата (С), ртах — скорость роста при насы- 












щающей концентрации субстрата и Ks — константа, анало¬ 
гичная константе Михаэлиса—Ментен, применяемой в фер¬ 
ментативной кинетике и численно равная такой концентра¬ 
ции субстрата, которая обеспечивает скорость роста, соответ¬ 
ствующую 1 І 2 Цшах. Значения Ks для потребления клетками 
Е. соіі глюкозы и триптофана составляют соответственно 
1 • ІО -6 и 2 • 10~ 7 М, или 0,18 и 0,03 мкг/мл. Такие низкие 
величины обусловлены высоким сродством к субстратам мно¬ 
гих бактериальных пермеаз, которое можно рассматривать 
как эволюционное приспособление микроорганизмов к росту 
в чрезвычайно разбавленных растворах. В этом отношении 
общепринятые лабораторные среды сильно отличаются от 
большинства природных условий. 

НЕПРЕРЫВНЫЕ КУЛЬТУРЫ МИКРООРГАНИЗМОВ 

Культуры, которые мы рассматривали до сих пор, называют¬ 
ся периодическими культурами; питательные вещества в них 
не возобновляются, и поэтому экспоненциальный рост клеток 
сохраняется только в течение нескольких генераций. Микроб¬ 
ные популяции можно длительное время поддерживать в со¬ 
стоянии экспоненциального роста, используя систему непре¬ 
рывного культивирования (рис. 9.13). При таком способе 
культивирования сосуд для выращивания (культиватор) при¬ 
соединяют к резервуару со стерильной средой. В процессе 
роста клеток из резервуара в культиватор непрерывно посту¬ 
пает свежая среда. Объем жидкости в культиваторе поддер¬ 
живается постоянным за счет непрерывного удаления ее из¬ 
бытка через сливной сифон. 

Если свежая среда поступает с одинаковой скоростью, кон¬ 
центрация бактерий в культиваторе после начального периода 
регулировки остается постоянной. Иными словами, бактерии 
в культиваторе растут как раз с такой скоростью, которая 
достаточна для восполнения клеток, удаляемых через сифон. 
Если изменить скорость поступления свежей среды, то после 
очередного переходного периода создается популяция с новой 
постоянной плотностью; скорость роста изменяется в соответ¬ 
ствии с новой скоростью потери клеток через сливное устрой¬ 
ство. Таким образом, система непрерывного культивирования 
допускает широкое варьирование скорости добавления свежей 
среды. Однако независимо от скорости притока среды бакте¬ 
рии не могут расти быстрее, чем они росли бы в периодиче¬ 
ской культуре. 

В связи с тем что в системе непрерывного культивирова¬ 
ния плотность популяции сохраняется постоянной, возникает 
следующий вопрос: каким образом скорость добавления све¬ 
жей среды в культиватор определяет скорость роста культу¬ 
ры? Объяснение основано на том, что скорость роста бакте- 
55 рий в аппарате для непрерывного культивирования всегда 







Рис. 9.13. Упрощенна» 
схема системы непрерыв¬ 
ного культивирования. 

/ — резервуар со сте¬ 
рильной средой; 2 — 
кран для регулирования 
скорости потока жидко¬ 
сти; 3 — ввод воздуха 
для принудительной аэра¬ 
ции и перемешивания; 
4 — отверстие для ино¬ 
куляции и выхода воз¬ 
духа; 5 — сливной сифон; 
6 — культиватор. 


ограничена концентрацией одного из питательных веществ. 
Следовательно, система является саморегулируемой: скорость 
добавления свежей среды определяет скорость роста культу¬ 
ры. Рассмотрим аппарат для непрерывного культивирования, 
который работает при постоянной скорости добавления све¬ 
жей среды. После инокуляции культура сначала растет с мак¬ 
симальной скоростью (jUmax) . С повышением плотности кле¬ 
ток будет повышаться и скорость использования питательных 
веществ до тех пор, пока исчерпание одного из них не приве¬ 
дет к ограничению скорости роста. Пока скорость роста пре¬ 
вышает скорость вымывания клеток через сливной сифон, их 
плотность продолжает увеличиваться, а равновесная концент¬ 
рация лимитирующего субстрата в культиваторе продолжает 
снижаться. В результате скорость роста будет снижаться до 
тех пор, пока прирост клеток за счет размножения не станет 
5° в точности равным скорости их вымывания через сливное 



































устройство. Если бы скорость роста культуры на небольшой 
период стала ниже, чем скорость вымывания клеток, плот¬ 
ность суспензии уменьшилась бы, а концентрация лимитирую¬ 
щего субстрата увеличилась. Поэтому и скорость роста стала 
бы повышаться до ее уравнивания со скоростью вымывания 
клеток. 

Используя тот факт, что в системе непрерывного культи¬ 
вирования плотность клеток сохраняется постоянной и само¬ 
регулируется, можно дать описание системы в математиче¬ 
ской форме: 

(Скорость^образования клеток за счет роста) = 

=(Скорость вымывания клеток через сливное устройство). 

Ранее мы описывали скорость образования бактериальной 
массы (dX/dt) уравнением (9.2) 


Скорость вымывания клеток через сливное устройство 
(dX/dt) может быть выражена как 

-^-=-{r=DX, (9.13) 


где скорость потока (/) измерена в объеме культуры (У) 
за 1 ч. Выражение (f/VX) называется скоростью разбавления 
(. D ). Таким образом, 

[iX=DX (9.14) 

или 

p=D, ' (9.15) 

что означает равенство скорости роста и скорости разбавле¬ 
ния в стабилизированном аппарате проточного культивирова¬ 
ния. Путем подстановки в уравнение (9.12) получаем 

"»»Т5Тг— <9|6) 


а решая уравнение относительно С, имеем 

D 


С=К< 


Ртах ’ D 


(9.17) 


что выражает фундаментальную связь между концентрацией 
субстрата (С) в культиваторе и скоростью разбавления ( D ). 

При равновесном состоянии концентрация лимитирующего 
субстрата С в аппарате непрерывного культивирования так¬ 
же сохраняется постоянной. Таким образом, скорость прито- 
57 ка этого субстрата должна быть равна сумме скоростей его 







Рис. 9.14. Зависимость 
между плотностью кле¬ 
точной суспензии (Я),, 
концентрацией лимити¬ 
рующего субстрата (С) 
и скоростью разбавле¬ 
ния ( D ) в системе не¬ 
прерывного культивиро¬ 
вания. Слева от пунктир¬ 
ной линии находится об¬ 
ласть работы хемостата,, 
а справа — турбидоста- 
та. 


использования культурой и вымывания через сливное устрой- 


ство: 

(Субстрат, добавленный из резервуара) = 

=(Субстрат, использованный для роста)+ 



+ (Субстрат, удаленный через сток) 

(9.18> 

или 

DC,=f + DC, 



где Сг — концентрация литимирующего субстрата в резервуа¬ 
ре, a dcldt — скорость использования лимитирующего субст¬ 
рата. Заменяя (dX/dt) (dc/dX) на dcldt и зная, что dX/dt=\iX, 
a dc/dt=Y , имеем 


DC r =-^ + DC. (9.19) 

В состоянии равновесия Z) = |л, поэтому, решая уравнение 
относительно X , получаем 


X=Y(C r — С). (9.20) 

В этом уравнении выражена фундаментальная зависимость 
между плотностью клеток (X) и концентрацией лимитирую¬ 
щего субстрата (С) в культиваторе. Уравнения (9.17) и (9.20) 
позволяют представить взаимосвязь между плотностью кле¬ 
ток, концентрацией лимитирующего субстрата и скоростью 
разбавления (рис. 9.14). Плотность клеток и концентрация 
лимитирующего субстрата меняются незначительно при низ¬ 
ких скоростях разбавления. Когда скорость разбавления при¬ 
ближается к Цмакс, плотность клеток быстро падает до нуля, 
а концентрация лимитирующего субстрата становится близ- 
58 кой к его концентрации в резервуаре (СѴЬ 











ХЕМОСТАТЫ И ТУРБИДОСТАТЫ 

Аппараты для непрерывного культивирования могут работать 
как хемостаты или как турбидостаты. В хемостате скорость 
потока жидкости устанавливается на определенном уровне, 
а скорость роста культуры приходит в соответствие со скоро¬ 
стью потока. В систему турбидостата входит светочувстви¬ 
тельное устройство, измеряющее поглощение света культурой 
(плотность культуры) в культиваторе; электрический сигнал 
из этого устройства управляет скоростью потока. Таким обра¬ 
зом, поглощение света культурой контролирует скорость пото¬ 
ка жидкости, а скорость роста культуры устанавливается 
в соответствии со скоростью потока. 

На практике хемостаты и турбидостаты обычно действуют 
при разных скоростях разбавления. В хемостате максималь¬ 
ная стабильность достигается в диапазоне таких скоростей 
разбавления, при которых плотность культуры лишь незна¬ 
чительно меняется с изменением скорости разбавления, т. е. 
при низких скоростях разбавления. Напротив, в турбидостате 
максимальная чувствительность и стабильность достигаются 
при высоких скоростях разбавления, т. е. в том диапазоне, 
в котором происходит быстрое изменение плотности культуры 
в зависимости от скорости разбавления (рис. 9.14). 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СИСТЕМ 

НЕПРЕРЫВНОГО КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 

Системы непрерывного культивирования обладают двумя осо¬ 
бенностями, полезными при изучении микроорганизмов. Они 
обеспечивают стабильное получение клеток, находящихся 
в экспоненциальной фазе роста, а также дают возможность 
выращивать культуры при чрезвычайно низких концентра¬ 
циях субстратов. Практические преимущества первой особен¬ 
ности очевидны. Выращивание микроорганизмов при низких 
концентрациях субстратов важно для изучения регуляции 
синтеза или катаболизма лимитирующего субстрата, для по¬ 
лучения в результате селекции мутантов различных типов 
и для проведения экологических исследований. 

ЭНЕРГИЯ, НЕОБХОДИМАЯ ДЛЯ ПОДДЕРЖАНИЯ 
ЖИЗНЕДЕЯТЕЛЬНОСТИ МИКРООРГАНИЗМОВ 

Как можно заметить на рис. 9.14, кривые, соответствующие 
плотности культуры и концентрации лимитирующего субстра¬ 
та, не продолжены в область очень низких скоростей разбав¬ 
ления. Дело в том, что реакция культуры при очень низких 
скоростях разбавления зависит от природы лимитирующего 
субстрата. Если этот субстрат служит источником энергии, то 
при очень низких скоростях разбавления рост прекращается 
в связи с затратой некоторой части энергии на неростовые 
59 процессы. Эта энергия называется энергией поддержания 









жизнедеятельности. Рост не может происходить, пока скорость 
притока источника энергии недостаточна для того, чтобы 
обеспечить большее количество энергии, чем то, которое необ¬ 
ходимо для поддержания жизнедеятельности микроорганиз¬ 
мов. Количество этой энергии может быть выражено в мате¬ 
матической форме следующим образом: 

-^- = \хх — ах, (9.21) 

где а — константа удельной скорости затраты энергии на 
поддержание жизнедеятельности. Уравнение (9.21) представ¬ 
ляет собой разновидность уравнения роста [уравнение (9.2)], 
применяемое в том случае, когда скорость роста ограничена 
притоком энергии. Поскольку обычно величина а невелика 
(например, для штамма Е. coli ML30, растущего на среде 
с глюкозой, она равна 0,018 ч _1 ), влияние энергии, необходи¬ 
мой для поддержания жизнедеятельности клеток, на скорость 
роста незначительно. 
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10 ВЛИЯНИЕ ОКРУЖАЮЩИХ УСЛОВИЙ 
НА РОСТ МИКРООРГАНИЗМОВ 


В этой главе будет рассмотрено взаимодействие микробной* 
клетки с ее химическим и физическим окружением. 

ФУНКЦИИ КЛЕТОЧНОЙ МЕМБРАНЫ 


Концентрация растворенных веществ внутри микробной клет¬ 
ки, как правило, превышает их концентрацию во внешней сре¬ 
де. Это справедливо как для природного окружения микроор¬ 
ганизмов, так и для большинства культуральных сред. К тому 
же растворенные вещества, находящиеся в клетке и в окру¬ 
жающей среде, качественно различны. Основным барьером, 
регулирующим переход растворенных веществ между клеткой 
и внешней средой, служит клеточная мембрана — структура 
постоянной толщины (приблизительно 10 нм), которая состо¬ 
ит из сложной смеси белков, липидов и гликопротеидов. Хотя 
молекулярная организация мембранных компонентов еще не 
выяснена, большое количество данных свидетельствует о том, 
что клеточная мембрана построена из двойного слоя фосфо¬ 
липидов, в который включены различные белки (см. 
рис. 11.4). 

Роль бактериальной мембраны в дыхательном метаболиз¬ 
ме и в сегрегации хромосом обсуждалась в гл. 6 и 7. Здесь 
мы рассмотрим роль мембраны в сохранении определенного 
химического состава содержимого клетки. 

У грамотрицательных бактерий внешний слой клеточной 
стенки (иногда называемый внешней мембраной , так как на 
поперечных срезах его тонкая структура напоминает структу¬ 
ру клеточной мембраны) также играет определенную, хотя и 
второстепенную, роль в регуляции распределения некоторых 
молекул между клеткой и внешней средой. Промежуток меж¬ 
ду клеточной мембраной и внешними слоями стенки грамот¬ 
рицательных бактерий, называемый периплазматическим 
пространством, по химическому составу отличается и от со¬ 
держимого клетки, и от внешней среды. 

В этом отношении функции мембраны многообразны: она 
удерживает внутри клетки необходимые метаболиты и макро¬ 
молекулы, «накачивает» в клетку определенные питательные 
вещества против градиента концентрации, позволяет свободно 
«вытекать» из клетки другим питательным веществам, а так¬ 
же препятствует проникновению в клетку некоторых раство¬ 
ренных веществ из окружающей среды. 

Поскольку клеточная мембрана содержит двойной липид- 
61 ный слой, по чисто химическим соображениям она должна 







полностью препятствовать проникновению всех полярных 
молекул. В действительности, однако, питательные вещества 
большей частью представляют собой полярные молекулы. 
Поэтому мембрана должна содержать определенные химиче¬ 
ски модифицированные участки, через которые проникают 
в клетку эти необходимые полярные молекулы; следователь¬ 
но, такие участки функционируют в мембранном транспорте. 

ПОСТУПЛЕНИЕ 

ПИТАТЕЛЬНЫХ ВЕЩЕСТВ В КЛЕТКУ 

Мембранный транспорт осуществляется посредством различ¬ 
ных механизмов, простейший из которых — пассивная диффу¬ 
зия. Перемещение вещества путем пассивной диффузии 
происходит только за счет различия в его концентрации по 
обе стороны мембраны (градиента концентрации), причем 
в результате такого перемещения это различие исчезает. Ско¬ 
рость перемещения — прямая функция величины градиента, 
но она имеет предел даже при очень большом различии в 
концентрации вещества. Пассивная диффузия свидетельствует 
о существовании в мембране участков, через которые свобод¬ 
но проходят некоторые вещества, примерно так же, как 
небольшие молекулы проходят через искусственные мембра¬ 
ны, используемые для диализа. Вода — основное вещество, 
которое проникает в клетку и покидает ее путем пассивной 
диффузии. 

ОБЛЕГЧЕННАЯ ДИФФУЗИЯ 

Пассивная диффузия обнаруживает лишь минимальную суб¬ 
стратную специфичность. Например, энантиоморфные формы 
оптически активных соединений не различаются по способно¬ 
сти к пассивной диффузии. Сходный транспортный механизм, 
называемый облегченной диффузией, обнаруживает специ¬ 
фичность, характерную для реакций, катализируемых фермен¬ 
тами. Облегченная диффузия протекает при участии особых 
мембранных белков, которые в ряде случаев индуцируются 
своими субстратами. Эти мембранные белки в совокупности 
называют пермеазами, они связывают молекулу субстрата на 
внешней стороне мембраны и делают возможным ее проник¬ 
новение через мембрану посредством механизмов, во многом 
еще не известных. Диссоциация комплекса на внутренней 
поверхности мембраны завершает процесс транспорта. Про¬ 
стейшая интерпретация функции пермеаз заключается в том, 
что они способны проходить через мембранный барьер как 
с присоединенной молекулой субстрата, так и без нее. Таким 
образом, они катализируют общую реакцию. 

Субстрат (вне клетки) ■<—*■ Субстрат (внутри клетки). 

Облегченная диффузия аналогична простой диффузии 
62 в том отношении, что субстрат движется по градиенту кон- 




центрадии в термодинамически благоприятном направлении, 
т. е. от более высокой к более низкой концентрации. Поэтому 
данный процесс не требует затраты метаболической энергии . 
Он отличается от пассивной диффузии тем, что протекает при 
участии специфических белковых катализаторов, во многих 
отношениях сходных с ферментами. Процесс идет с высокой 
скоростью (более высокой, чем скорость, обеспечиваемая пас¬ 
сивной диффузией) и обнаруживает значительную субстрат¬ 
ную специфичность. Катализаторы облегченной диффузии 
часто являются индуцибельными. Наконец, при возрастании 
концентрации субстрата скорость реакции достигает предела, 
т. е. она подчиняется обычной ферментативной кинетике 
(Михаэлиса — Ментен). Скорость поступления субстрата 
внутрь клетки может быть описана уравнением 


у вход _ у ВХОД 


Иен 

л5Г + Нсн 


( 10 . 1 ) 


а скорость выхода уравнением 

У в ыход =Ѵ ™ , (10.2) 

где [S ] сн и l[S] B H — концентрации субстрата, находящегося 
снаружи и внутри клетки соответственно, а V™* и Ѵ^ ход — 
скорости входа и выхода при насыщающих концентрациях: 
субстрата; /(^ од и /С^ ход —константы Михаэлиса (обратно 
пропорциональные сродству пермеазы к ее субстратам) для 
процессов входа и выхода. При облегченной диффузии значе¬ 
ния Fmax для реакций входа и выхода равны между собой, 
так же как и величины /С^ од и /С^ ,ход . Следовательно, в со¬ 
стоянии равновесия внутренняя и внешняя концентрации суб¬ 
страта, транспортируемого посредством облегченной диффу¬ 
зии, равны. 

Хотя у эукариот облегченная диффузия — обычный меха¬ 
низм транспорта, она относительно редко встречается у про¬ 
кариот. Например, для сахаров характерно проникновение 
в клетки эукариот посредством облегченной диффузии, тогда 
как в клетки прокариот они поступают за счет механизмов 
другого типа, а именно активного транспорта, который рас¬ 
сматривается ниже. У прокариот единственным транспортным 
процессом, осуществляемым путем облегченной диффузии, 
является проникновение глицерина в клетки бактерий кишеч¬ 
ной группы. 

АКТИВНЫЙ ТРАНСПОРТ 

Механизмы транспорта, называемые в совокупности актив¬ 
ным транспортом, позволяют растворенным веществам посту¬ 
пать в клетку против термодинамически неблагоприятного 
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создают внутри клетки концентрации растворенных веществ, 
которые в состоянии равновесия могут в несколько тысяч раз 
превышать их концентрации во внешней среде. Преобладание 
у бактерий механизмов активного транспорта может быть 
связано с тем обстоятельством, что эти микроорганизмы часто 
заселяют среды с низкой концентрацией химических веществ 
и тем не менее обнаруживают высокие скорости метаболизма. 
Поскольку активный транспорт приводит к концентрирова¬ 
нию растворенных веществ внутри клетки против термодина¬ 
мически неблагоприятного градиента, он требует затраты 
метаболической энергии. Механизм сопряжения метаболиче¬ 
ской энергии с активным транспортом остается одним из наи¬ 
более интересных и важных вопросов биологии клетки. 

В качестве одного из многочисленных примеров бактери¬ 
альных систем активного транспорта рассмотрим систему 
концентрирования дисахарида лактозы в клетках Е. соіі. Эта 
система называется $-галактозидпермеазной системой. 
Транспорт р-галактозидов идет при участии специфической 
пермеазы, причем этот процесс сопряжен с затратой метабо¬ 
лической энергии. Метаболическая энергия используется для 
снижения сродства пермеазы к лактозе (или другим р-галак- 
тозидам) на внутренней стороне мембраны по сравнению 
с ее сродством к тем же субстратам на внешней стороне 
мембраны. В результате /С^ ІХ0Д становится больше, чем К в ™ л 
а скорость выхода веществ наружу — меньше, чем скорость 
их поступления внутрь клетки [уравнения (10.1) и (10.2)]. 
Поэтому в состоянии равновесия [S] BH больше, чем [5] сн . 
Если образование энергии блокировать добавлением к клеткам 
метаболических ядов, например азида натрия, р-галактозид- 
пермеазная система теряет способность осуществлять актив¬ 
ный транспорт. При этих условиях пермеазная система ката¬ 
лизирует облегченную диффузию р-галактозидов, обнаружи¬ 
вая одинаковое сродство к ним по обе стороны мембраны. 
Скорость проникновения р-галактозидов внутрь клетки ста¬ 
новится равной скорости их выхода наружу. 

Р-Галактозидпермеаза (иногда называемая М-белком) 
выделена из клеточной мембраны путем обработки последней 
детергентами. Она кодируется специальным геном — Іас У. 
Некоторые мутации этого локуса лишают клетку способности 
транспортировать лактозу, а следовательно, и м^таболизиро- 
вать ее, хотя внутри клетки присутствуют все ферменты, не¬ 
обходимые для метаболизма лактозы. Такие мутанты называ¬ 
ют критическими. Криптичность, вызываемая отсутствием 
специфической транспортной системы, — довольно обычное 
явление у организмов дикого типа 1 . Например, неспособность 
штаммов дикого типа Е. соіі использовать цитрат в качестве 

+ л 1 Генетический штамм любого организма, впервые выделенный из при- 
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источника углерода [свойство, существенное для классифика¬ 
ции энтеробактерий (гл. 21)] является результатом криптич- 
ности, поскольку в клетках Е . coli присутствуют ферменты, 
необходимые для диссимиляции цитрата, являющегося ключе¬ 
вым интермедиатом дыхательного метаболизма. 

СВЯЗЫВАЮЩИЕ БЕЛКИ 

У грамотрицательных бактерий многие системы активного 
транспорта включают так называемые связывающие белки , 
локализованные в периплазматическом пространстве. Они 
могут быть освобождены из клеток путем резкого снижения 
осмотического давления в окружающей среде при низкой 
температуре. Такая обработка, называемая холодовым осмо¬ 
тическим шоком, повреждает внешний слой клеточной стенки 
и вследствие этого позволяет белкам периплазмы выходить 
в окружающую среду. К таким белкам относятся и связываю¬ 
щие белки, обладающие очень высоким сродством к опреде¬ 
ленным питательным веществам. Константы диссоциации для 
них лежат в пределах от ІО -7 до ІО -9 . Выделено и изучено 
свыше 100 различных связывающих белков. У них отсутствует 
каталитическая активность, однако они образуют прочные 
комплексы с определенными питательными веществами, 
включая аминокислоты, сахара и неорганические ионы. По¬ 
казано, что связывающие белки необходимы для активного 
транспорта их субстратов, так как мутанты, потерявшие спо¬ 
собность синтезировать специфический связывающий белок, 
одновременно утрачивают способность накапливать его суб¬ 
страт. Однако эти белки не идентичны пермеазам, поскольку 
они не включены в структуру клеточной мембраны, а являют¬ 
ся водорастворимыми белками периплазматического про¬ 
странства. Хотя необходимость их участия в транспорте пока¬ 
зана как генетическими, так и биохимическими методами, они 
функционируют только в комбинации со специфическими пер- 
меазами, локализованными в клеточной мембране. Потеря 
в результате мутации как специфического связывающего бел¬ 
ка, так и специфической пермеазы, определяющей проник¬ 
новение данного питательного вещества в клетку, приводит 
к криптичности по этому субстрату. 

ПЕРЕНОС РАДИКАЛОВ 

В процессе активного транспорта происходит перемещение 
через клеточную мембрану химически не измененных пита¬ 
тельных веществ против градиента концентрации. У бактерий 
есть и другие транспортные системы, которые переводят пита¬ 
тельное вещество в химически измененную форму, не способ¬ 
ную проходить через мембрану. Подобные системы переноса 
радикалов не осуществляют активный транспорт, так как кон¬ 
центрация неизмененного питательного вещества внутри клет- 
65 ки [S] вн всегда остается очень низкой. Однако в целом процесс 
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Рис. 10.1. Реакции фос- 
фотрансферазной систе¬ 
мы. Белок НРг и фер¬ 
мент I — растворимые 
внутриклеточные белки, 
участвующие в образо¬ 
вании фосфо -HPr, кото¬ 
рый служит донором фос- 
форильной группы для 
ряда транспортных си¬ 


стем сахаров. Каждая 
из этих систем катали¬ 
зируется специфическим 
ферментом II, локализо¬ 
ванным в клеточной мем¬ 
бране. Суммарная реак¬ 
ция, катализируемая эти¬ 
ми тремя белками, пред¬ 
ставляет собой фосфори¬ 
лирование сахара за счет 


фосфоенолпирувата с од¬ 
новременным переносом 
сахарного остатка через 
мембрану. Подстрочные 
индексы указывают на 
локализацию соедине¬ 
ния с наружной (н) или 
внутренней (в) стороны 
клеточной мембраны. 


Фермент I 

Фоссроенолпируват+ Hprtf) -► Фосфо- НРг^ + Пирувату 


Фермент II 

Фосфо- НРг(в) + сахар^ -► Фоссросахар^ + HPr ( g ) 


Фермент I 


Суммарная реакция: Фоссроенолпируват^ Сахар ^—¥Фоссросахар(д) + Пирувату 

Фермент II. 

НРг 


переноса радикалов напоминает активный транспорт, посколь¬ 
ку концентрация химически измененного соединения внутри 
клетки может значительно превышать концентрацию свобод¬ 
ного соединения в среде. 

Примером системы переноса радикалов, широко распрост¬ 
раненной среди бактерий, является фосфотрансферазная си¬ 
стема. Она транспортирует многие сахара и их производные, 
которые фосфорилируются в процессе транспорта и поступа¬ 
ют в клетку в виде сахарофосфатов. Так как мембрана прак¬ 
тически непроницаема для большинства фосфорилированных 
соединений, образовавшиеся сахарофосфаты задерживаются 
внутри клетки. 

Два растворимых белка, фермент I и НРг — неспецифиче¬ 
ские компоненты этой системы. Фермент I катализирует пере¬ 
нос богатой энергией фосфатной группы от фосфоенолпирови- 
ноградной кислоты на гистидиновый остаток белка НРг. 
Фосфо -HPr служит общим донором фосфорильной группы 
для всех субстратов, транспортируемых фосфотрансферазной 
системой. Фосфорилирование этих субстратов катализируется 
набором субстрат-специфичных белков, связанных с мем¬ 
браной, которые носят общее название — ферменты II. Сле¬ 
довательно, суммарной химической реакцией, сопровождаю¬ 
щей транспорт, является фосфорилирование субстрата за счет 
богатой энергией фосфатной группы фосфоенолпировиноград- 
66 ной кислоты (рис. 10.1). 
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Рис. 10.2. Реакции, 
участвующие в пе¬ 
реносе пуриновых 
и пиримидиновых 
оснований через 
клеточную мем¬ 
брану. 


Каждый вид бактерий содержит по одной молекулярной 
форме фермента I и белка НРг, которые участвуют в транс¬ 
порте многих сахаров. Мутантные штаммы, не способные син¬ 
тезировать фермент I или белок НРг, утрачивают способ¬ 
ность транспортировать (а следовательно, и использовать) 
многие сахара. Например, мутанты Salmonella typhimurium, 
у которых отсутствует фермент I, не способны утилизировать 
глюкозу, маннозу, фруктозу, глицерин, маннит, сорбит, N -аце- 
тилглюкозамин, мальтозу и мелибиозу. Мутанты, утратившие 
какой-либо один специфический фермент II, теряют способ¬ 
ность использовать только один сахар. 

По-видимому, связанные с мембраной ферменты II не 
только выступают в роли фосфотрансфераз благодаря их спе¬ 
цифической каталитической активности, но и выполняют 
функции пермеаз. У мутантных штаммов, утративших фер¬ 
мент I или белок НРг, ферменты II катализируют облегчен¬ 
ную диффузию своих специфических субстратов. 

У бактерий кишечной группы большинство используемых 
сахаров, за исключением р-галактозидов и пентоз, транспор¬ 
тируется фосфотрансферазной системой. 

Определение энергетических потребностей р-галактозид- 
пермеазной системы приводит к выводу, что на одну молеку¬ 
лу транспортируемой лактозы расходуется энергия, эквива¬ 
лентная одной молекуле АТФ. Транспорт сахара с помощью 
фосфотрансферазной системы также требует затраты богатой 
энергией фосфатной связи (в даном случае высокоэнергети¬ 
ческой связи фосфоенолпирувата, получаемой в конечном 
счете из АТФ). Однако продуктом реакции переноса в этой 
системе является фосфорилированное производное сахара. 
Следовательно, при этом осуществляется первая реакция 
катаболизма молекулы свободного сахара — фосфорилирова¬ 
ние киназой за счет АТФ. Поэтому по сравнению с активным 
транспортом транспорт сахаров с помощью фосфотрансфераз¬ 
ной системы связан с меньшими затратами АТФ. Это особен¬ 
но важно при сбраживании сахаров, когда суммарный выход 
АТФ на 1 моль использованного субстрата невелик. Именно 
это обстоятельство объясняет особое значение фосфотрансфе¬ 
разной системы в транспорте сахаров у бактерий, для кото¬ 
рых характерным типом обмена углеводов является броже¬ 
ние. Таким образом, эта система неизменно функционирует 
67 у факультативно аэробных энтеробактерий, но отсутствует 
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Рис. 10.3. Сравнение 
бактериальных транс¬ 
портных систем. Разная 
длина стрелок указыва¬ 
ет на сдвиг равновесия 
реакции в сторону бо¬ 
лее длинной стрелки. 5 


и s означают соответст¬ 
венно высокую и низкую 
концентрации растворен¬ 
ных веществ. С —белок- 
переносчик (пермеаза). 
Схема переноса радика¬ 
лов основана на свойст¬ 


вах фосфотрансфераз- 
ной системы; R, R -Ф и Ф 
означают белок НРг» 
фосфо -HPr и фосфориль- 
ную группу соответст¬ 
венно. 


Снаружи Мембрана Внутри 

Пассивная дисрсрузия б 

Облегченная дисрсру- «5 
зия 

Активный транспорт s 
Перенос радикалов s 



Равновесие сдвину¬ 
то за счет мета- 
3~ Ф болической энергии 


j _ Реакция требует 

- - метаболической 
энергии 


у некоторых групп бактерий с чисто дыхательным типом ме¬ 
таболизма углеводов, таких, как аэробные псевдомонады, 
у которых активный транспорт является преобладающим ме¬ 
ханизмом, осуществляющим поступление сахаров в клетку. 

У энтеробактерий поглощение пуриновых и пиримидино¬ 
вых оснований также происходит с участием механизма пере¬ 
носа радикалов. По-видимому, процессы транспорта и обра¬ 
зования нуклеотидов неразрывно связаны между собой 
(рис. 10.2). 

КРАТКОЕ ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
ОТНОСИТЕЛЬНО МЕХАНИЗМОВ 
МЕМБРАННОГО ТРАНСПОРТА 

Различные транспортные системы, функционирующие у бак¬ 
терий, схематически изображены на рис. 10.3. Простая диф¬ 
фузия представляет собой суммарное перемещение вещества 
через толщу мембраны, не являющейся барьером для его про¬ 
никновения, в направлении термодинамически благоприятного- 
градиента концентрации этого вещества. Облегченная диффу¬ 
зия происходит при участии специфических белковых пере¬ 
носчиков, или пермеаз (С), катализирующих перемещение 
вещества через мембрану в направлении термодинамически 
благоприятного градиента. Такое вещество не способно про¬ 
никать через мембрану путем простой диффузии. В случае 
активного транспорта, как и при облегченной диффузии, пе¬ 
ремещение вещества через мембрану осуществляется специ- 
68 фической пермеазой (С), но это перемещение может проис- 











ходить против градиента концентрации благодаря одновре¬ 
менному расходу метаболически доступной энергии. В пере¬ 
носе радикалов также участвуют специфические пермеазы, 
однако этот процесс сопровождается химической модифика¬ 
цией транспортируемого соединения. 

ВЛИЯНИЕ РАСТВОРЕННЫХ ВЕЩЕСТВ 
НА РОСТ И МЕТАБОЛИЗМ 

В процессе функционирования клетки транспортные механиз¬ 
мы выполняют две главные задачи. Во-первых, они поддержи¬ 
вают на достаточно высоком уровне внутриклеточные кон¬ 
центрации всех важнейших субстратов, обеспечивая работу 
как катаболических, так и анаболических путей со скоростя¬ 
ми, близкими к максимальным, даже при низких концентра¬ 
циях исходных субстратов во внешней среде. Это подтверж¬ 
дается тем, что скорости экспоненциального роста микробных 
популяций сохраняются постоянными до тех пор, пока коли¬ 
чество одного из необходимых питательных веществ не сни¬ 
зится до почти полного его исчерпания. При этой концентра¬ 
ции лимитирующего питательного вещества скорость роста 
популяции быстро падает до нуля (см. гл. 9). Во-вторых, 
активный транспорт выполняет функцию осморегуляции, под¬ 
держивая в клетках оптимальный для метаболической актив¬ 
ности уровень растворенных веществ (главным образом 
небольших молекул и ионов), даже если осмолярность окру¬ 
жающей среды изменяется в относительно широких преде¬ 
лах 1 . 

1 Если раствор какого-либо вещества отделить, от чистого растворителя 
мембраной, проницаемой для молекул растворителя, но не для молекул 
растворенного вещества, то растворитель будет стремиться проникнуть че¬ 
рез мембрану в раствор и разбавить его. Движение растворителя через 
мембрану может быть предотвращено, если к раствору приложить некото¬ 
рое гидростатическое давление. Это давление называется осмотическим 
давлением. Разность осмотических давлний существует также между дву¬ 
мя растворами, содержащими разные концентрации одного и того же рас¬ 
творенного вещества. 

Осмотическое давление какого-либо раствора может быть выражено 
в единицах осмолярности. Осмолярным раствором называется раствор, со¬ 
держащий один осмолъ вещества в 1 л растворителя, т. е. одномоляльный 
раствор идеального неэлектролита. Осмотическое давление осмолярного 
раствора равно 22,4 атм при 0°С, а температура замерзания растворителя 
(воды) в нем снижена на 1,86 °С. Если растворенное вещество—электролит, 
его осмолярность зависит от степени диссоциации, так как и ионы и недис- 
социированные молекулы вносят вклад в осмолярность. Следовательно, 
осмолярность и молярность раствора электролита сильно различаются. Если 
известны и молярность и константа диссоциации растворенного электроли¬ 
та, то можно с некоторой степенью приближения вычислить его осмоляр¬ 
ность как сумму молей недиссоциированного вещества и мольных эквива¬ 
лентов ионов. Такой расчет является точным только для предельно раз¬ 
бавленного идеального раствора. Поэтому предпочтительнее определять 
др осмолярность раствора экспериментально, например по снижению Темпе - 
O' ратуры замерзания. 





Большинство бактерий не нуждается в точной регуляции 
их внутриклеточной осмолярности, поскольку они покрыты 
клеточной стенкой, способной противостоять значительному 
осмотическому давлению. Бактерии всегда поддерживают 
свою осмолярность на значительно более высоком уровне, чем 
осмолярность среды. Если внутриклеточное осмотическое дав¬ 
ление падает ниже внешнего, вода покидает клетку и объем 
цитоплазмы уменьшается, что сопровождается повреждением 
мембраны. У грамположительных бактерий это приводит 
к тому, что мембрана отстает от клеточной стенки, и в этом 
случае говорят, что произошел плазмолиз. Грамотрицатель- 
ные бактерии не подвергаются плазмолизу, так как их стенка 
отстает от содержимого клетки вместе с мембраной, что так¬ 
же вызывает повреждение мембраны. 

Бактерии сильно различаются по их осмотическим потреб¬ 
ностям. Одни из них могут расти в очень разбавленных рас¬ 
творах, а другие — в насыщенных растворах хлористого нат¬ 
рия. Микроорганизмы, способные существовать в растворах 
с высокой осмолярностью, называют осмофилами. Большин¬ 
ство природных сред с высокой осмолярностью содержит 
высокие концентрации солей, особенно хлористого натрия. 
Микроорганизмы, которые растут в таких средах, называются 
галофилами. Бактерии можно разделить на четыре основные 
категории на основе их устойчивости к солям: негалофилы, 
морские организмы, умеренные галофилы и крайние галофи- 
лы (табл. 10.1). Некоторые галофилы, например Pediococcus 
halophilus, могут переносить высокие концентрации солей в 

ТАБЛИЦА 10.1 

ОСМОТИЧЕСКАЯ УСТОЙЧИВОСТЬ НЕКОТОРЫХ БАКТЕРИЙ 1 


Физиологический класс 

Представители 

Приблизительный 
интервал концентра¬ 
ций NaCl, не пре¬ 
пятствующих росту, 

% (вес/объем) 

Негалофильные организ¬ 

Spirillum serpens 

0,0—1 

мы 

Escherichia coli 

0,0—4 

Морские формы 

Alteromonas haloplanktis 

0,2—5 

Pseudomonas marina 

0,1—5 

Умеренные галофилы 

Micrococcus halodenitrifi- 
cans 

2,3—20,5 


Vibrio costicolus 

2,3-20,5 


Pediococcus halophilus 

0,0—20 

Крайние галофилы 

Halobacterium salinarium 

12—36 (насы¬ 

Sarcina morrhuae 

щенный раствор) 
5—36 (насыщен¬ 
ный раствор) 

1 Даны лишь приблизительные интервалы переносимых 

концентраций соли; они 

варьируют в зависимости от 

штамма и наличия в среде других цонов. 







питательной среде, но могут также развиваться и в средах, 
не содержащих NaCl. Другие бактерии, в том числе морские 
организмы и некоторые умеренные галофилы, а также край¬ 
ние галофилы, нуждаются для роста в NaCl. Способность пе^ 
реносить среды с высокой осмолярностью и специфическая 
потребность в NaCl — явления различные, и каждое имеет 
свою биохимическую основу. 

ОСМОТОЛЕРАНТНОСТЬ 

Осмотолерантность — способность организма развиваться 
в средах с широко варьирующей осмолярностью — обеспечи¬ 
вается у бактерий благодаря тому, что внутриклеточная осмо¬ 
лярность устанавливается таким образом, что она всегда пре¬ 
вышает осмолярность среды. Главную роль в такой регуля¬ 
ции играет, по-видимому, накопление внутри клетки ионов 
калия (К + ). Показано, что многие бактерии концентрируют 
К+ в значительно большей степени, чем Na + (табл. 10.2). 
Кроме того, существует четкая корреляция между осмотоле¬ 
рантностью бактерий и содержанием в них К + . Для таких 
различных по метаболизму бактерий, как грамположительные 
кокки и бациллы и грамотрицательные палочки, относитель¬ 
ная осмотолерантность может быть определена' на основании 
относительного содержания в них К + после выращивания на 
среде с постоянной ионной силой и составом. Изучение Е. соіі 
показало, что внутриклеточная концентрация К + постепенно 
возрастает по мере увеличения осмолярности ростовой среды. 
Следовательно, в клетках увеличиваются и осмолярность, и 
ионная сила 1 . 

Поддержание внутри клетки относительно постоянной ион¬ 
ной силы крайне важно в физиологическом отношении, так 
как стабильность и режим работы ферментов и других био¬ 
логических макромолекул сильно зависят от этого фактора. 
В обеспечении относительного постоянства внутриклеточной 
ионной силы у бактерий, по-видимому, важную роль играет 
такой диамин, как путресцин (см. гл. 7, стр. 282). Это показа¬ 
но исследованиями, проведенными на Е. соіі. Концентрация 
внутриклеточного путресцина изменяется обратно пропорцио¬ 
нально осмолярности среды; увеличение осмолярности вызы¬ 
вает быстрое выделение путресцина в среду. При повышении 
осмолярности среды внутриклеточная осмолярность возраста¬ 
ет в результате поглощения клеткой К + , а ионная сила 
сохраняется в ней почти постоянной за счет выделения путре¬ 
сцина. Это является следствием различного вклада многоза- 


1 Ионная сила раствора определяется по уравнению /=Ѵг 2M t Z 2 , где 
Ah — молярность данного иона, а Z — его заряд независимо от знака. Так 
как величина Z возводится в квадрат, ионная сила экспоненциально возра¬ 
стает с увеличением заряда иона, как положительного, так и отрицатель¬ 
ного. Однако величина заряда иона не влияет на осмолярность. 



72 


ТАБЛИЦА 10.2 

ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ КОНЦЕНТРАЦИИ РАСТВОРЕННЫХ ВЕЩЕСТВ 
У РАЗЛИЧНЫХ БАКТЕРИИ 1 


Организм 


Концентрация 
в ростовой среде, 
% (вес/объем) 


Отношение внутри¬ 
клеточной и вне¬ 
клеточной кон¬ 
центраций 


NaCl КС1 Na + К + 


Негалофильные организмы 
Staphylococcus aureus 
Salmonella oranienburg 
Умеренные галофилы 
Micrococcus halodenitrificans 
Vibrio costicolus 
Крайние галофилы 
Sarcina morrhuae 
Halobacterium salinarium 


0,9 

0,19 

0,7 

27 

0,9 

0,19 

0,9 

10 

5,9 

0,02 

0,3 

120 

5,9 

0,02 

0,7 

55 

23,4 

0,24 

0,8 

64 

23,4 

0,24 

0,3 

140 


1 Данные взяты из работы: Christian J. H. В., Waltho J. A., Solute concentra¬ 
tions within cells of halophilic and nonhalophilic bacteria, Biochem. Biophys. Acta, 
65 , 506 ( 1962 ). 


рядного иона в ионную силу и в осмотическое давление рас¬ 
твора; сдвиг концентрации путресцина 2+ , который меняет 
ионную силу на 58%, вызывает изменение осмотического дав¬ 
ления только на 14%. 

ПОТРЕБНОСТЬ БАКТЕРИЙ В Na+ 

У большинства негалофильных бактерий не удается обнару¬ 
жить специфической потребности в Na + . Учитывая значитель¬ 
ные экспериментальные трудности, связанные с приготовле¬ 
нием среды, полностью освобожденной от этого весьма рас¬ 
пространенного иона, нельзя исключить возможность, что 
негалофильные организмы нуждаются в очень низкой кон-, 
центрации Na + . Потребность в Na + у негалофилов обнаружи¬ 
вается только в том случае, когда они выращиваются в при¬ 
сутствии специфических источников углерода и энергии: на¬ 
пример, Е. соіі нуждается в Na + для роста с максимальной 
скоростью на среде с L -глутаматом, a Enterobacter aeroge - 
rtes — на среде с цитратом. В обоих случаях количественная 
потребность невелика, а абсолютная зависимость от Na + не 
выявлена. 

Напротив, бактерии морского происхождения, умеренные 
и крайние галофилы, всегда нуждаются в таких высоких 
концентрациях Na + , что их абсолютная зависимость от этого 
катиона может быть легко доказана экспериментально, для 
этого даже нет необходимости готовить основную среду из 
специально очищенных (свободных от Na + ) компонентов. 

У всех этих организмов Na + , по-видимому, выполняет ряд 
различных функций, необходимых для поддержания жизне¬ 
деятельности клетки. Существуют убедительные доказатель- 











Рис. 10.4. Влияние NaCl 
на активность малатде- 
гидрогеназы, выделенной 
из крайнего галофила 
(1) и из печени (2). По¬ 
добно большинству дру¬ 
гих ферментов, фермент 
из печени инактивирует¬ 
ся при высоких концент¬ 
рациях NaCl. Фермент 
крайнего галофила тре¬ 
бует присутствия NaCl 
для сохранения активно¬ 
сти. [Larsen Н., Bioche¬ 
mical aspects of extreme 
halophilism, Advan. Mic¬ 
robiol. Physiol., 1, 97 

(1967).] 


ства, что у морских бактерий он обеспечивает нормальное 
функционирование транспортных механизмов. У крайних га- 
лофилов высокая концентрация NaCl необходима для поддер¬ 
жания стабильности и каталитической активности ферментов 
(рис. 10.4). 

В клеточной стенке крайних галофилов рода Halobacte- 
гіит отсутствует слой пептидогликана, и она состоит целиком 
из белка. Тем не менее в очень концентрированных солевых 
растворах (25—35%, вес/объем), сходных с природными сре¬ 
дами, в которых живут эти организмы, белковая стенка обла¬ 
дает достаточной жесткостью, чтобы придать клетке цилин¬ 
дрическую форму. Если окружающую среду разбавить при¬ 
близительно до 15%-ной концентрации соли (вес/объем), то 
клетки становятся круглыми, но не лизируются. При более 
низкой концентрации наступает лизис и стенка распадается 
на белковые мономеры. Таким образом, клеточная стенка 
Halobacterium уникальна в том отношении, что ее структур¬ 
ная целостность обеспечивается ионными связями, причем 
для сохранения межмолекулярной ассоциации белковых 
субъединиц стенки необходима очень высокая концентрация 
Na + , который практически невозможно заменить другими 
одновалентными катионами. 

Для морских бактерий и других галофилов величина по¬ 
требности в Na + может быть существенно снижена (прибли¬ 
зительно в два раза) путем увеличения концентрации в среде 
двухвалентных катионов: Mg 2+ и Са 2+ . В количественном от¬ 
ношении потребности многих галофилов в Mg 2+ и Са 2+ так¬ 
же, по-видимому, значительно выше, чем потребности нега- 
лофилов. На рис. 10.5 показано влияние содержания NaCl 
в двух различных средах на рост типичного представителя 
морских бактерий. 









Рис. 10.5. Влияние кон¬ 
центрации NaCl на ско¬ 
рость роста типичной 
морской бактерии Pseu¬ 
domonas marina , расту¬ 
щей (1) в среде, содер¬ 
жащей обычные для на¬ 
земных условий концент¬ 
рации Mg 2+ и Са 2+ 
(2 мМ MgS0 4 и 0,55 мМ 


СаСІ 2 ), и (2) в среде с 
концентрациями этих 
ионов (50 мМ MgS0 4 и 
10 мМ СаС1 2 ), харак¬ 
терными для морских 
условий; в других отно¬ 
шениях среды одинако¬ 
вы. Видно, что более вы¬ 
сокие концентрации 

Mg 2 + и Са 2 +, характер¬ 


ные для морских усло¬ 
вий, снижают потреб¬ 
ность в NaCl. [Reichelt 
J. L., Baumann P., Ef¬ 
fect of sodium chloride 
on growth of heterotro- 
phic marine bacteria, 
Arch. Microbiol., 97, 239 
(1974).] 



ОБРАЗОВАНИЕ 
И ВЫДЕЛЕНИЕ ФЕРМЕНТОВ 

Эукариотические клетки, у которых нет стенки, могут погло¬ 
щать частицы вещества и капли жидкости из окружающей 
среды с помощью фагоцитоза или пиноцитоза. Бактерии, так 
же как и эукариотические микроорганизмы, у которых есть 
стенка, не могут осуществлять эти процессы. Тем не менее 
они способны использовать в качестве питательных веществ 
самые различные макромолекулы, включая полисахариды, 
белки и нуклеиновые кислоты. Большая часть этих макромо¬ 
лекул не может проходить через мембрану 1 и подвергается 
деградации вне клетки с помощью экзоферментов, синтези¬ 
руемых внутри клетки и выделяемых в среду. Экзоферменты 
являются гидролазами. Большинство из них катализирует 
гидролиз макромолекулярных субстратов до растворимых 
конечных продуктов (обычно димеров или мономеров), кото¬ 
рые поступают в клетку с помощью специфических транспорт¬ 
ных механизмов и служат источниками углерода и энергии. 
Первичный гидролиз макромолекул называют внеклеточным 
перевариванием, чтобы отличить его от внутриклеточного пе¬ 
реваривания, сопровождающего фагоцитоз и пиноцитоз 

1 Особым исключением из этого правила является поглощение высоко- 
74 молекулярной ДНК бактериями, способными к трансформации (гл. 15). 
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у эукариот. Когда колония микроорганизма развивается на 
агаризованной среде, содержащей частицы нерастворимых 
макромолекулярных субстратов, подвергающихся переварива¬ 
нию, каждая колония бывает окружена расширяющейся свет¬ 
лой зоной, в которой находится гидролизованный экзофермен¬ 
тами субстрат. В табл. 10.3 перечислены некоторые субстра¬ 
ты и образующиеся под действием микробных экзофермен¬ 
тов продукты. 

ТАБЛИЦА 10.3 

НЕКОТОРЫЕ ЭКЗОФЕРМЕНТЫ И ОБРАЗУЮЩИЕ ИХ ОРГАНИЗМЫ 


Экзофермент 

Макромолекуляр¬ 
ный субстрат 

Молекулы, прони¬ 
кающие в клетку 

Микроорганизмы- 

продуценты 

Ферменты, рас¬ 
щепляющие 
полисахари¬ 
ды 

Амилаза 

Крахмал 

Глюкоза, мальто¬ 

Bacillus subtilis 

Пектиназа 

Пектин 

за, олигоглюко- 
зиды 

Галактуроновая 

Bacillus polymy- 

Целлюлаза 

Целлюлоза 

кислота 

Глюкоза, целло- 

xa 

Clostridium 

Лизоцим 

Пептидогли- 

биоза 

thermocellum 

Staphylococcus 

Хитин аза 

каны 

Хитин 

Хитобиоза 

aureus 

Протеиназы 

Пептидаза 

Пептиды 

Аминокислоты 

Bacillus megate- 




rium 

Нуклеазы 

Дезоксирибо¬ 

ДНК 

Дезоксирибонук¬ 

леозиды 1 

Streptococcus 

нуклеаза 


haemolyticus 

Рибонуклеаза 

РНК 

Рибонуклеозиды 

Bacillus subtilis 

Эстеразы 

Липазы 

Липиды 

Глицерин, жирные 

Clostridium wel - 

Поли-р-окси- 

Поли-Р-окси- 

кислоты 

Р-Оксибутирил- 

chii 

Pseudomonas 

бутиратде- 

бутират 

Р-оксибутират 

spp. 

полимераза 

1 Хотя первичными продуктами гидролиза являются нуклеотиды, перед проник- 

новением в клетку 

они гидролизуются до 

нуклеозидов. 



Большинство экзоферментов, выполняющих функцию пере¬ 
варивания субстратов, подвергается катаболитной репрессии. 
Следовательно, их синтез подавляется, если в окружающей 










среде присутствуют источники углерода и энергии, которые 
метаболизируются быстрее, чем субстраты этих ферментов. 
Кроме того, многие экзоферменты индуцибельны. Так как 
макромолекулярные субстраты не могут проникать в клетку, 
синтез фермента должен запускаться с помощью других 
индукторов. Этими индукторами являются, по-видимому, рас¬ 
творимые продукты гидролиза, способные проникать в клетку. 
Экзоферменты синтезируются, хотя и с низкой скоростью, 
даже при отсутствии специфического субстрата, поэтому на¬ 
личие субстрата в среде всегда приводит к образованию про¬ 
дуктов гидролиза, которые, вероятно, и вызывают индукцию. 

Не всегда роль экзоферментов заключается в обеспечении 
клетки доступными источниками углерода и энергии. Так, на¬ 
пример, 5'-нуклеотидазы превращают нуклеотиды, для кото¬ 
рых мембрана непроницаема, в нуклеозиды, способные прони¬ 
кать в клетку, где они прямо используются для биосинтеза. 
Некоторые ' ферменты, разрушающие антибиотики, также 
являются экзоферментами, например пенициллиназы многих 
бактерий, которые гидролизуют четырехчленное р-лактамное 
кольцо пенициллинов и тем самым обезвреживают их. Бла¬ 
годаря внеклеточной локализации этого фермента образую¬ 
щий его организм, несомненно, получает преимущество при 
отборе. 

ПЕРИПЛАЗМАТИЧЕСКИЕ ФЕРМЕНТЫ 

В периплазматическом пространстве (промежутке между кле¬ 
точной мембраной и стенкой) у грамотрицательных бактерий 
находятся так называемые периплазматические ферменты. 
Они, очевидно, являются экзоферментами, так как располо¬ 
жены снаружи от клеточной мембраны. Однако эти ферменты 
не могут проходить через внешний слой клеточной стенки и 
«заперты» в периплазме. Об их локализации судят обычно на 
том основании, что они освобождаются при химической или 
физической обработке клеток, повреждающей внешний слой 
стенки, но не приводящей к освобождению цитоплазматиче¬ 
ских белков. Эти воздействия включают ферментативное уда¬ 
ление стенки (путем обработки лизоцимом в присутствии 
хелатобразующего агента — ЭДТА) и холодовой осмотиче¬ 
ский шок (быстрое суспендирование плазмолизованных кле¬ 
ток в разбавленной среде при низкой температуре). Относи¬ 
тельно небольшое число ферментов, найденных в периплазме 
грамотрицательных бактерий, выполняет функцию расщепле¬ 
ния субстратов (табл. 10.4). Большая часть этих ферментов — 
фосфатазы, превращающие фосфорилированные соединения, 
для которых мембрана непроницаема, в нефосфорилирован- 
ные производные (ферменты с 3-го по 7-й в табл. 10.4). К ним 
принадлежат также пенициллиназы. 

Интересно, что многие из ферментов, которые у грамотри¬ 
цательных бактерий находятся в периплазме, являются истин- 




ТАБЛИЦА 10.4 

НЕКОТОРЫЕ ФЕРМЕНТЫ, ЛОКАЛИЗОВАННЫЕ В ПЕРИПЛАЗМАТИЧЕСКОМ 
ПРОСТРАНСТВЕ КЛЕТОК 


Фермент 


Катализируемая реакция 


1. Рибонуклеаза I 

2. Дезоксирибонукле¬ 
аза I 

3. Щелочная фосфат¬ 
аза 

4. 5'-нуклеотидаза 

5. Кислая гексозофос- 
фатаза 

6. Кислая фосфатаза 

7. Циклофосфодиэс- 
тераза 

8. Пенициллиназа 


Гидролизует РНК 

Расщепляет фосфодиэфирные связи внутри моле¬ 
кулы ДНК 

Отщепляет фосфатные группы от ряда органи¬ 
ческих соединений 

Превращает ряд нуклеотидов в нуклеозиды 

Отщепляет фосфатные группы от ряда сахаро¬ 
фосфатов 

Отщепляет фосфатные группы от органических 
соединений 

Превращает циклические рибонуклеозид-2',3'-фос- 
фаты в рибонуклеозид-З'-фосфаты и далее гид¬ 
ролизует их до нуклеозидов 

Гидролизует и в результате этого инактивирует 
пенициллин 


ными экзоферментами у грамположительных бактерий. Это 
относится к пенициллиназам, 5'-нуклеотидазам и рибонук- 
леазам. 

Кроме периплазматических ферментов грамотрицательные 
бактерии образуют и некоторые внеклеточные ферменты, ка¬ 
тализирующие расщепление субстратов; остается неясным, 
почему одни ферменты проходят через внешние слои стенки, 
тогда как другие задерживаются в периплазме. 

ФЕРМЕНТЫ, 

СВЯЗАННЫЕ С КЛЕТКОЙ 

Существует третий класс внеклеточных ферментов (действую¬ 
щих на субстраты, находящиеся с наружной стороны клеточ¬ 
ной мембраны), которые остаются всегда прочно связанными 
с поверхностью клетки. Примерами служат пенициллиназа 
Bacillus licheniformis и ферменты бактерий группы Cytopha - 
ga, гидролизующие целлюлозу. 

МЕХАНИЗМ ВЫДЕЛЕНИЯ 

ЭКЗОФЕРМЕНТОВ 

Механизм, посредством которого экзоферменты проходят через 
мембрану, непроницаемую для других ферментов, находящих¬ 
ся внутри клетки, еще не установлен. Было высказано пред¬ 
положение, что экзоферменты синтезируются на связанных 
с мембраной рибосомах, с которых они выделяются в среду 
еще в процессе синтеза в развернутом состоянии. Однако 
в других исследованиях небольшое количество экзоферментов 
77 было обнаружено внутри клетки. Это наводит на мысль, что 










они синтезируются обычным путем, а затем избирательно 
выделяются наружу. Не найдено каких-либо общих свойств 
экзоферментов, которые могут объяснить их способность 
к выделению. Хотя большинство из них — относительно не¬ 
большие белки (мол. вес в пределах 20 000—40 000), у экзо¬ 
протеазы Pseudomonas myxogenes мол. вес достигает 77 000. 
Отсутствуют какие-либо доказательства, что экзоферменты 
соединяются с общим переносчиком, облегчающим их выделе¬ 
ние. 

ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ 
НА РОСТ МИКРООРГАНИЗМОВ 

Скорость химической реакции является прямой функцией тем¬ 
пературы и подчиняется закономерности, впервые описанной 
Аррениусом: 

= 2 , 303 /?Г (10.3) 

где ѵ — означает скорость реакции, а А #* — энергию актива¬ 
ции этой реакции; R — газовая постоянная и Т — температу¬ 
ра в градусах Кельвина. Поэтому график скорости химиче¬ 
ской реакции как функции Г -1 изображается прямой линией 
с отрицательным наклоном (рис. 10.6). На рис. 10.7 показан 
аналогичный график скорости роста Е. соіі как функции Т~К 
Кривая оказывается линейной только в определенном темпе¬ 
ратурном диапазоне, так как скорость роста резко снижается 
при высоких и низких значениях температуры. Быстрое паде¬ 
ние скорости роста при высоких температурах вызывается 
тепловой денатурацией белков, а возможно, и таких структур 
клетки, как мембраны. Максимальная температура роста — 
это температура, при которой деструктивные реакции стано¬ 
вятся необратимыми. Такая температура обычно лишь на не¬ 
сколько градусов выше, чем оптимальная температура, при 
которой наблюдается максимальная скорость роста. 

Исходя из влияния температуры на скорость химической 
реакции, можно было бы предположить, что все бактерии про¬ 
должают расти при снижении температуры (хотя и с посте¬ 
пенно уменьшающейся скоростью) до тех пор, пока система 
не замерзнет. Однако большинство бактерий перестает расти 
при температуре, которая намного выше точки замерзания 
воды ( минимальная температура роста). Для каждого микро¬ 
организма существует минимальная температура роста, ни¬ 
же которой рост не наблюдается, как бы долог ни был пе¬ 
риод инкубации. 

Численные значения основных температурных точек (ми¬ 
нимальной, оптимальной и максимальной), а также интервал 
температур, в котором возможен рост, у бактерий сильно 
78 варьируют. Некоторые бактерии, выделенные из горячих 







Рис. 10.6. Обобщенный 
график Аррениуса, отра¬ 
жающий зависимость 
между скоростью хими¬ 
ческой реакции и темпе¬ 
ратурой. 



Температура, 1/°К 


Рис. 10.7. График Арре¬ 
ниуса, отражающий за¬ 
висимость между скоро¬ 
стью роста Е. соіі и тем¬ 
пературой. [Ingraham 
J. L., Growth of psychro- 
philic bacteria, J. Bacte- 
riol., 76, 75 (1958).] 


источников, могут расти при такой высокой температуре, как 
95 °С. Другие, существующие в холодной среде обитания, рас¬ 
тут при очень низких температурах, например при —10 °С, 
если высокая концентрация солей предотвращает замерзание 
среды. На основе температурного диапазона роста бактерий 
часто делят на три большие группы: термофилы, растущие 
при высокой температуре (выше 55 °С); мезофилы, растущие 
в среднем диапазоне температуры (от 20 до 45 °С), и психро- 
филы , хорошо растущие при 0°С. 

Как это часто бывает в системах биологической классифи¬ 
кации, такая терминология проводит более резкие различия 
между типами, чем те, которые наблюдаются в природе. Раз¬ 
деление бактерий на три группы по их реакции на температу¬ 
ру не отражает полностью различий между ними в отношении 
широты температурного интервала, в котором возможен рост 
того или иного вида 1 . 

Представленные в табл. 10.5 данные о температурных ин¬ 
тервалах, характерных для роста самых различных бактерий, 
показывают достаточную условность терминов термофил, ме- 
зофил и психрофил. Интервал температур, в котором возмо¬ 
жен рост, варьирует так же сильно, как и максимальная и 


1 Различия в температурном диапазоне у термофилов иногда подчер¬ 
кивают введением терминов ст енотермофилы (организмы, которые не могут 
расти ниже 37 °С) и эвритермофилы (организмы, которые могут расти ниже 
этой температуры). Психрофилов, у которых верхний температурный пре- 
_ Q дел превышает 20 °С, называют факультативными психрофилами, а тех, 
которые не могут расти выше 20 °С, — облигатными психрофилами. 












ТАБЛИЦА 10.5 

ТЕМПЕРАТУРНЫЕ ИНТЕРВАЛЫ РОСТА НЕКОТОРЫХ ПРОКАРИОТ 1 
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1 Линии, оканчивающиеся одиночными стрелками, показывают температурные 
пределы роста, установленные хотя бы для одного штамма данного вида; у раз¬ 
личных штаммов одного вида эта величина варьирует. Двойные стрелки показы¬ 
вают, что истинное значение температурного предела заключено между темпера¬ 
турами, указанными стрелками. Сплошные линии, оканчивающиеся пунктиром, 
означают, что минимальная температура роста еще не установлена. 

2 Цианобактерии. 


минимальная температуры. Для некоторых бактерий темпера¬ 
турный интервал составляет менее 10 градусов, для других — 
достигает 50 градусов. 

ФАКТОРЫ, ОПРЕДЕЛЯЮЩИЕ 
ТЕМПЕРАТУРНЫЕ ПРЕДЕЛЫ РОСТА 

Выявлению факторов, определяющих температурные пределы 
роста, способствовали два типа исследований: сравнение осо¬ 
бенностей организмов, у которых температурные интервалы 
сильно различаются, и анализ свойств температурочувстви¬ 
тельных мутантов, у которых в результате единичной мутации 
произошло сужение температурного интервала. Температуро¬ 
чувствительные мутанты бывают двух типов: мутанты, чувст¬ 
вительные к нагреванию, у которых снижена максимальная 
температура роста, и мутанты, чувствительные к охлаждению, 
т. е. организмы с повышенной минимальной температурой 
80 роста. 

































Исследование кинетики тепловой денатурации как фермен¬ 
тов, так и клеточных структур, содержащих белки (например, 
жгутиков, рибосом), показало, что многие специфические бел¬ 
ки термофильных бактерий значительно более устойчивы 
к нагреванию, чем их гомологи из мезофильных бактерий. 
Можно также ориентировочно оценить общую термоустойчи¬ 
вость растворимых клеточных белков, если измерить скорость, 
с которой белок, содержащийся в экстракте бактериальных 
клеток, переходит в нерастворимое состояние в результате 
тепловой денатурации, происходящей при нескольких разных 
температурах. Подобные эксперименты (табл. 10.6) ясно по- 

ТАБЛИЦА 10.6 

СТАБИЛЬНОСТЬ ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКИХ БЕЛКОВ МЕЗОФИЛЬНЫХ 
И ТЕРМОФИЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ ПРИ 60 Р С>) 


Организм 

Отношение 
к температуре 

Содержание денату¬ 
рированных бел- 
ков2, % 

Proteus vulgaris 

Мезофил 

55 

Escherichia coli 

» 

55 

Bacillus megaterium 

i 

58 

Bacillus subtilis 

» 

57 

Bacillus st ear other mophilus 

Термофил 

3 

Bacillus sp. (Purdue CD) 

» 

0 

Bacillus sp. (Texas 11330) 


4 

Bacillus sp. (Nebraska 1492) 

» 

0 


') Данные из работы: Koffler Н., Gale G. О., The relative thermostability of cytop¬ 
lasmic proteins from thermophilic bacteria. Arch. Biochem. Biophys., 66, 249, (1957). 

2 ) Количество вещества, коагулирующего из ультразвукового экстракта клеток 
после его нагревания в течение 8 мин при 60 °С, в процентах от общего количества 
вещества, осаждаемого трихлоруксусной кислотой. 


называют, что практически все белки термофильной бактерии 
остаются в нативном состоянии после тепловой обработки, 
которая приводит к денатурации почти всех белков сходного 
мезофила. Из этого следует, что адаптация термофильного 
микроорганизма к его температурным условиям может быть 
достигнута только посредством мутационных изменений, 
влияющих на первичную структуру большинства (если не 
всех) белков клетки. 

Хотя эволюционные приспособительные изменения, кото¬ 
рые привели к появлению термофилов, должны были вклю¬ 
чать мутации, увеличивающие термоустойчивость белков, 
большинство мутаций, влияющих на первичную структуру 
специфического белка (например, фермента), снижает термо¬ 
стабильность этого белка. В то же время многие из этих му¬ 
таций лишь слабо или совсем не влияют на его каталитиче¬ 
ские свойства. Следовательно, в отсутствие противоположно 
направленного отбора под воздействием температуры случай- 
81 ные мутации, влияющие на первичную структуру белков. 
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должны были привести к постепенному снижению максималь¬ 
ной температуры роста любого микроорганизма. Этот вывод 
подкрепляется наблюдением, что психрофильные бактерии, 
выделенные из антарктических вод, содержат большое коли¬ 
чество белков, чрезвычайно чувствительных к нагреванию. 

При низкой температуре все белки претерпевают неболь¬ 
шие конформационные изменения, обусловленные ослабле¬ 
нием в них гидрофобных связей, которые играют важную 
роль в определении третичной (трехмерной) структуры бел¬ 
ковой молекулы. Связи всех других типов в белках становят¬ 
ся прочнее при снижении температуры. Точная конформация 
особенно важна для правильного функционирования аллосте¬ 
рических белков и для самосборки рибосомных белков, что 
делает белки этих двух классов исключительно чувствитель¬ 
ными к инактивации на холоду. Поэтому не удивительно, что 
мутации, повышающие минимальную температуру роста, 
обычно затрагивают гены, кодирующие эти белки. 

ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ 

ВЫРАЩИВАНИЯ НА ЛИПИДНЫЙ 

СОСТАВ КЛЕТОК 

Липидный состав почти всех организмов, как прокариот, так 
и эукариот, изменяется при изменении температуры выращи¬ 
вания. При снижении температуры в клеточных липидах уве¬ 
личивается относительное содержание ненасыщенных жирных 
кислот. 

Табл. 10.7 иллюстрирует это явление у Е. соіі. Подобное 
изменение липидного состава — существенный компонент тем¬ 
пературной адаптации у бактерий. Точка плавления липидов 
прямо связана с содержанием в них насыщенных жирных 
кислот. Следовательно, уровень насыщенности жирных кислот 
в мембранных липидах определяет степень их жидкого со¬ 
таблица 10.7 

ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ ВЫРАЩИВАНИЯ НА КОЛИЧЕСТВО ГЛАВНЫХ 
ЖИРНЫХ КИСЛОТ У Е. COLE) 


Жирная кислота 


Насыщенные жирные кислоты 
Миристиновая 
Пальмитиновая 

Ненасыщенные жирные кислоты 
Гексадеценовая 
Октадеценовая 


Содержание, %2) 


10 °с 

43, °С 

3,9 

7,7 

18,2 

48,0 

26,0 

9,2 

37,9 

12,2 


Ч Обратите внимание на то, что выращивание при низкой температуре приводит 
к резкому увеличению доли ненасыщенных жирных кислот в липидах. Данные из 
работы: Магг A. G., Ingraham J. L., Effect of temperature on the composition of fatty 
acids in E. coli, J. Bacteriol., 84, 1260 (1962). 

2 ) От общего количества жирных кислот клетки. 








стояния при данной температуре. Поскольку функционирова¬ 
ние мембран зависит от жидкого состояния липидных компо¬ 
нентов, вполне понятно, что рост организма при низкой 
температуре должен сопровождаться увеличением степени 
ненасыщенности жирных кислот. 

ОТНОШЕНИЕ К КИСЛОРОДУ 

Современная атмосфера Земли содержит примерно 20% 
(объем/объем) такого высокореакционноспособного газа, как 
кислород. За исключением ряда бактерий и немногочислен¬ 
ных простейших, все организмы нуждаются в молекулярном 
кислороде в качестве биогенного элемента. Бактерии могут 
существенно различаться по своей реакции на кислород. По¬ 
этому он является важным фактором при их культивировании 
(см. гл. 2). Аэробы нуждаются в 0 2 ; факультативные анаэро¬ 
бы используют 0 2 , когда он доступен, но могут расти и в его 
отсутствие. Другие анаэробы, которые совсем не используют 
0 2 , бывают двух типов: облигатные анаэробы, для которых 
0 2 токсичен, и аэротолерантные анаэробы, которые не поги¬ 
бают при контакте с 0 2 . Хотя токсичность 0 2 лучше всего 
обнаруживается при его действии на облигатных анаэробов, 
на самом деле высокие концентрации кислорода токсичны 
даже для аэробных организмов. Многие облигатные аэробы 
не могут расти при концентрациях кислорода, превышающих 
его атмосферную концентрацию (т. е. >20 об. %). Действи¬ 
тельно, некоторые облигатные аэробы нуждаются для роста 
в значительно более низких концентрациях 0 2 , чем атмосфер¬ 
ная концентрация (от 2 до 10 об.%). Аэробные бактерии, об¬ 
наруживающие такую чувствительность к 0 2 при всех усло¬ 
виях роста, называются микроаэрофилами. Однако часто 
снижение потребности облигатных аэробов в 0 2 является ус¬ 
ловным и в значительной степени зависящим от источников 
энергии или азота. Например, многие водородокисляющие бак¬ 
терии, которые на средах с органическими субстратами перено¬ 
сят атмосферную концентрацию кислорода, нуждаются в го¬ 
раздо более низкой его концентрации, если в качестве источ¬ 
ника энергии используется водород. Некоторые аэробные 
азотфиксирующие бактерии могут фиксировать N 2 только 
при практически полном отсутствии 0 2 (см. гл. 19). 

ТОКСИЧНОСТЬ КИСЛОРОДА: 

ХИМИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ 

У всех бактерий есть определенные ферменты, способные реа¬ 
гировать с 0 2 ; количество и разнообразие этих ферментов 
определяет физиологическое отношение данного организма 
к кислороду. При окислении кислородом флавопротеидов 
в качестве одного из главных продуктов обязательно обра- 
83 зуется токсичное соединение — Н 2 0 2 . Кроме того, в этих окис- 
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лительных реакциях (а возможно, и в других ферментатив¬ 
ных реакциях окисления и присоединения кислорода) 
образуются небольшие количества еще более токсичного 
свободного перекисного радикала 1 — ОV» 

У аэробов и аэротолерантных анаэробов потенциально ле¬ 
тальному накоплению перекисного радикала (0’ 2 _ ) препят¬ 
ствует фермент супероксиддисмутаза, катализирующий пре¬ 
вращение этого радикала в кислород и перекись водорода: 


20'“ +2Н + 


Супероксиддисмутаза 


0 2 н 2 о 2 . 


Почти все эти организмы содержат также фермент каталазу, 
который разлагает перекись водорода на кислород и воду: 


2НА 


Каталаза 


2Н 2 0 + 0 2 . 


Только одна группа бактерий, способных расти в присут¬ 
ствии воздуха (молочнокислые бактерии, см. гл. 23), не со¬ 
держит каталазы. Однако большинство этих организмов не 
накапливает значительных количеств Н 2 0 2 , так как она раз¬ 
рушается пероксидазами — ферментами, катализирующими 
окисление органических соединений под действием Н 2 0 2 , 
которая при этом восстанавливается до воды. 

Таким образом, супероксиддисмутаза, каталаза и перокси- 
даза защищают клетку от токсичных продуктов кислородного 
метаболизма. В табл. 10.8 показано распределение суперок- 
сиддисмутазы и каталазы у бактерий, различающихся по фи¬ 
зиологическим реакциям на 0 2 . Организмы, способные пере- 

ТАБЛИЦА 10.8 

РАСПРЕДЕЛЕНИЕ СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ И КАТАЛАЗЫ У БАКТЕРИЙ 
С РАЗЛИЧНОЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИЕЙ НА 0 2 


Тип бактерий 

Содержание 


супероксиддисмутазы 

каталазы 

Аэробы или факультативные анаэро¬ 
бы 

Escherichia coli 

+ 

+ 

Pseudomonas spp. 

+ 

+ 

Micrococcus radiodurans 

+ 

у 4* 

Аэротолерантные бактерии 



Butyribacterium rettgeri 

+ 

— 

Streptococcus faecalis 

+ 

— 

Streptococcus lactis 

+ 

— 

Облигатные анаэробы 

Clostridium pasteurianum 

_ 

_ 

Clostridium acetobutylicum 

— 

— 


1 Свободный радикал — соединение с неспаренным электроном, обо¬ 
значаемым точкой в структурной формуле. Обладая избыточным электро¬ 
ном, перекисный радикал имеет отрицательный заряд. 








носить контакт с О 2 , всегда содержат супероксиддисмутазу, 
хотя далеко не все из них содержат каталазу. Однако ни один 
из изученных облигатных анаэробов не содержит ни суперок - 
сиддисмутазы, ни каталазы 1 . Таким образом, по современным 
данным, супероксиддисмутаза — обязательный фермент для 
любого организма, контактирующего с воздухом. Недавно 
было получено прямое подтверждение этого вывода путем 
выделения мутантов факультативного анаэроба Е. соіі, ли¬ 
шенных данного фермента. Эти мутанты, ставшие облигатны¬ 
ми анаэробами, быстро погибали при кратковременном кон¬ 
такте с воздухом. 

ФОТОДИНАМИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ 

Токсичность О 2 для живых организмов может быть значи¬ 
тельно увеличена при выдерживании клеток на свету в при¬ 
сутствии воздуха и определенных пигментов, называемых 
фотосенсибилизаторами. Свет переводит фотосенсибилизатор 
( Р) в высокореакционноспособную форму, известную как 
триплетное состояние фотосенсибилизатора (Р*): 

P + ftv — Р* Л 

В результате вторичной реакции между Р* и О 2 кислород пе¬ 
реходит в синглетное состояние ( *’0 2 ): 

Р* + 0 2 Р+ ”0 2 . 

Подобно перекисному радикалу, синглетный кислород 
является очень сильным окислителем, поэтому клетки, в кото¬ 
рых он образуется, быстро погибают. 

Одна из основных биологических функций каротиноидных 
пигментов состоит в «тушении» синглетного состояния кисло - 
рода и предохранении клетки от фотодинамической гибели. 
Эта функция особенно важна для фототрофов, так как хло¬ 
рофиллы — сильные фотосенсибилизаторы; фотосинтезирую¬ 
щий аппарат обязательно содержит каротиноидные пигмен¬ 
ты. Впервые их роль в предотвращении летального фотоокис¬ 
ления, инициируемого хлорофиллом, была показана для пур¬ 
пурной бактерии Rhodopseudomonas sphaeroides. Эта бакте¬ 
рия растет фототрофно в строго анаэробных условиях (см. 
гл. 17), но может расти также и в аэробных условиях (см. 
свету или в темноте. Мутанты сине-зеленого цвета, утратив¬ 
шие способность синтезировать окрашенные каротиноиды, 
все еще могут нормально расти в анаэробных условиях на 
свету или в аэробных в темноте, но быстро погибают при 
одновременном воздействии света и воздуха. У фототрофных 
организмов, выделяющих 0 2 в качестве продукта фотосин¬ 
теза, утрата окрашенных каротиноидов полностью подавляет 
фотосинтетическую функцию, так как освещение клеток при- 

1 В настоящее время показано, что некоторые облигатные анаэробы 
образуют супероксиддисмутазу и каталазу. — Прим. ред. 





водит к немедленному накоплению синглетного кислорода, 
образующегося из метаболического 0 2 . 

Многие аэробные нефотосинтезирующие микроорганизмы 
также синтезируют каротиноидные пигменты, которые вклю¬ 
чаются в клеточную мембрану и функционируют как «тушите* 
ли» синглетного кислорода, образующегося при взаимодейст¬ 
вии 0 2 с такими фотосенсибилизирующими клеточными пиг¬ 
ментами, как цитохромы. Роль каротиноидов в предохранении 
аэробных бактерий от фотодинамического действия солнеч¬ 
ного света была показана при изучении светочувствительно¬ 
сти непигментированных мутантов Micrococcus luteus и Halo- 
bacterium salinarium . Такое защитное действие, вероятно, су¬ 
щественно в экологическом отношении для всех аэробных 
бактерий, живущих в условиях высоких интенсивностей света. 

ФЕРМЕНТЫ, ЧУВСТВИТЕЛЬНЫЕ К КИСЛОРОДУ 

Многие ферменты, особенно у облигатных анаэробов, быстро 
и необратимо денатурируются при контакте с 0 2 . Поэтому их 
очистка и изучение должны проводиться в полностью ана¬ 
эробных условиях. Наглядным примером служит нитрогена- 
за, фермент, ответственный за фиксацию азота и катализи¬ 
рующий реакцию 

N 2 4-6H + + 6 e~ -^ 2 NH 3 1 . 

Даже в случае облигатно аэробных азотфиксирующих 
бактерий, таких, как группа Azotobacter , выделенные из кле¬ 
ток нитрогеназы оказываются чрезвычайно чувствительными 
к кислороду. Очевидно, в интактных клетках Azotobacter ни- 
трогеназа защищена от инактивации, но механизм такой за¬ 
щиты не известен. Нитрогеназы факультативно анаэробных 
азотфиксирующих бактерий ( Enterobacter , Bacillus polymyxa ) 
недостаточно хорошо защищены и в интактных клетках, по¬ 
этому эти бактерии могут эффективно фиксировать азот толь¬ 
ко при анаэробных условиях выращивания. Большинство 
нитчатых азотфиксирующих цианобактерий образует специа¬ 
лизированные клетки (гетероцисты), дефектные по фотосисте¬ 
ме II, благодаря чему нитрогеназа в них защищена от инак¬ 
тивации кислородом (см. гл. 17). 

РОЛЬ ОКСИГЕНАЗ 

У АЭРОБНЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ 

Хотя первичная метаболическая функция 0 2 у облигатных 
аэробов состоит в том, что он служит конечным акцептором 
электронов, кислород является также косубстратом для фер¬ 
ментов, катализирующих некоторые этапы диссимиляции 
ароматических соединений и алканов. Эти ферменты назы¬ 
ваются оксигеназами; с их помощью происходит прямое при- 

1 Эта реакция может протекать также следующим образом: 

86 N 2 +8H+ + 8e- —*- 2 iNH 3 + H 2 . — Прим. ред. 



соединение одного или двух атомов кислорода к органическо¬ 
му субстрату. Для примера можно привести окислительное 
расщепление кольца катехина — промежуточного продукта 
диссимиляции многих ароматических соединений: 

|<Ѵ . + 0 Катехол - 

оксигеназа Ц^^СООН 

Многие аэробные псевдомонады, для которых ароматиче¬ 
ские соединения или алканы служат единственными источни- 
никами углерода и энергии, являются денитрификаторами и 
поэтому способны расти анаэробно, используя в качестве ко¬ 
нечного акцептора электронов нитрат вместо 0 2 . Однако 
такая метаболическая замена может быть осуществлена 
только в присутствии субстратов, окисляемых в процессе ка¬ 
таболизма дегидрогеназами. Субстраты, при диссимиляции 
которых один или более этапов протекают при участии окси¬ 
геназ, не могут обеспечивать рост в анаэробных условиях, 
так как нитрат не заменяет 0 2 в качестве косубстрата этих 
ферментов. 

У эукариот биосинтез стеринов и ненасыщенных жирных 
кислот включает этапы, осуществляемые оксигеназами. По¬ 
этому дрожжи нуждаются в стеринах и ненасыщенных жир¬ 
ных кислотах как факторах роста, если они растут в анаэроб¬ 
ных условиях за счет брожения, хотя в аэробных условиях 
они сами могут синтезировать эти клеточные компоненты. 
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II ВЗАИМООТНОШЕНИЕ МЕЖДУ СТРУКТУРОЙ 
И ФУНКЦИЕЙ В КЛЕТКАХ ПРОКАРИОТ 


Строение прокариотической клетки рассмотрено в гл. 3 и 5 . 
В этой главе мы более детально обсудим организацию некото¬ 
рых из ее составных частей, а также взаимоотношение между 
их структурой и функцией. 

ПОВЕРХНОСТНЫЕ СТРУКТУРЫ 
ПРОКАРИОТИЧЕСКОЙ КЛЕТКИ 

До тех пор пока М. Солтон (М. Salton) не разработал 
в 1952 г. методы выделения и очистки клеточных стенок 
- (рис. 11 . 1 ), о составе и функциях внешних слоев бактериаль¬ 
ных клеток было известно очень мало. Первые химические 
анализы таких препаратов выявили сложность и разнообра¬ 
зие состава бактериальных стенок, а также основные разли¬ 
чия в составе стенок у грамположительных и грамотрицатель* 
ных бактерий, что обсуждалось в гл. 5 (стр. 169). 

Солтон показал, что гидролитический фермент лизоцим, 
ранее известный как агент, лизирующий многие грамположи- 
тельные бактерии, способен полностью разрушать выделен¬ 
ные клеточные стенки такого организма, как Bacillus mega- 
terium. Это наблюдение дало возможность Вейбелу (С. Wei- 
bull) осуществить в 1953 г. простой эксперимент, который 
ясно продемонстрировал функции, присущие бактериальной 
стенке и мембране (рис. 11.2). Если клетки В. megaterium до 
обработки лизоцимом поместить в изотонический раствор са¬ 
харозы, то последующее ферментативное растворение стенки 
приводит к превращению исходных палочковидных клеток 
в сферические протопласты, которые полностью сохраняют 
дыхательную активность и могут синтезировать белок и нук¬ 
леиновую кислоту. Протопласты, помещенные после удаления 
лизоцима в среду, обеспечивающую хороший рост интактных 
клеток, не способны ресинтезировать клеточную стенку, но 
могут увеличиваться в размере и обладают ограниченной спо¬ 
собностью к репродукции. Однако при некоторых специаль¬ 
ных условиях культивирования в протопластах можно инду¬ 
цировать регенерацию клеточных стенок, и они вновь приоб¬ 
ретают палочковидную форму. 

При разбавлении суспензии протопластов они подверга¬ 
ются немедленному осмотическому лизису. Единственные 
структурные элементы, сохраняющиеся после такого лизиса, 
представляют собой пустые клеточные мембраны, или «тени», 
которые можно легко выделить и очистить дифференциала 
88 ным центрифугированием. Изучение подобных препаратов, по- 





Рис. 11.1. Электронная 
микрофотография выде¬ 
ленных и очищенных 
клеточных стенок Bacil¬ 
lus megaterium. (Starri¬ 
er R. У., Some singular 


features of bacteria as 
dynamic systems in Cel¬ 
lular Metabolism and In¬ 
fection, E. Racker (ed.), 
New York, Academic 
Press, 1954.) Видны бе¬ 


лые сферические частицы 
латекса, диаметр кото¬ 
рых равен точно 
0,25 мкм. Они включены 
в препарат, чтобы пока¬ 
зать масштаб увеличе¬ 
ния. 



Рис. 11.2. Клетки Bacil¬ 
lus megaterium (фазо¬ 
вый контраст, Х3000). 
{Фото предоставлено 
С. Вейбелом.) А. Ин¬ 
тактные клетки. В. Сфе¬ 



рические протопласты, 
образовавшиеся в изото¬ 
нической среде при фер¬ 
ментативном растворе¬ 
нии клеточной стенки 
под действием лизо¬ 



цима. В. Тени (т. е. пу¬ 
стые цитоплазматиче¬ 
ские мембраны), обра¬ 
зовавшиеся при осмоти¬ 
ческом разрушении кле¬ 
ток в гипотонической 
среде. 



лученных из обработанных лизоцимом грамположительных 
бактерий, дало много сведений о свойствах бактериальной 
клеточной мембраны. 

Эксперимент Вейбела показал, что клеточная стенка вы¬ 
полняет жизненно важную механическую функцию: она пре¬ 
дохраняет клетку от осмотического лизиса в гипотонической 
89 среде. Кроме того, она определяет форму клетки и, по-види- 











мому, играет роль в процессах движения и деления. Однако 
стенка (по крайней мере у грамположительных бактерий) не 
участвует в метаболических процессах и не является осмоти¬ 
ческим барьером. 

Кроме стенки и мембраны, прокариотическая клетка мо¬ 
жет быть окружена рыхлым внешним слоем, называемым 
капсулой или слизистым слоем. На поверхности клеток мно¬ 
гих бактерий находятся нитевидные органеллы двух типов: 
жгутики и пили. 

В табл. 11.1 суммированы характерные свойства различ¬ 
ных поверхностных структур прокариотической клетки. 

ТАБЛИЦА 11.1 

ПОВЕРХНОСТНЫЕ СТРУКТУРЫ ПРОКАРИОТИЧЕСКОЙ КЛЕТКИ 


Структура Локализация Строение и размеры Химический состав 


Мембрана 


Стенка 


Слой, окружаю¬ 
щий протопласт 

Слой, прилегаю¬ 
щий снаружи к 
мембране 


Элементарная мем¬ 
брана, толщина 
7,5—8 нм 

Грамотрицатель- 
ные организмы 


Одинарный внут¬ 
ренний слой, тол¬ 
щина 2—3 нм 
Внешний слой, 

сходный с эле¬ 
ментарной мем¬ 
браной, толщина 
7—8 нм 

Грамположитель- 
ные организмы 

Гомогенный слой, 
толщина 10— 

50 нм 


Капсула 
или сли¬ 
зистый 
слой 
Жгутики 


Пили 


Диффузный слой, 
расположенный 
с наружной сто¬ 
роны стенки 
Закреплены в про¬ 
топласте, прохо¬ 
дят через мем¬ 
брану и стенку 
Закреплены в про¬ 
топласте, прохо¬ 
дят через мем¬ 
брану и стенку 


Гомогенная струк¬ 
тура низкой 
плотности и раз¬ 
ной толщины 
Спиральные нити, 
толщина 12— 
18 нм 

Прямые нити, тол¬ 
щина 4—35 нм 


В основном бел¬ 
ки и 20—30%, 
фосфолипидов 


Пептидогликан 


Фосфолипиды, бел¬ 
ки, липополиса¬ 
хариды 


Пептидогликан, 
тейхоевые кисло¬ 
ты, полисахари¬ 
ды 

Различный (обыч¬ 
но полисахари¬ 
ды, редко поли¬ 
пептиды) 

Белок 


Белок 


КЛЕТОЧНАЯ МЕМБРАНА 

Бактериальная клеточная мембрана, которая ограничивает 
протопласт и служит основным осмотическим барьером, вид- 
90 на на электронных микрофотографиях ультратонких срезов 





Рис. 11.3. Общая струк¬ 
тура фосфолипидов. Эти 
соединения являются 
производными глицерин- 
3-фосфата. Гидроксиль¬ 
ные группы при атомах 
углерода в положениях 
1 и 2 этерифицированы 


длинноцепочечными жир¬ 
ными кислотами с обра¬ 
зованием ацильных ос¬ 
татков, которые состав¬ 
ляют гидрофобный 

«хвост» молекулы. Фос¬ 
фатная группа, этерифи- 
цирующая углеродный 


атом 3, может иметь ряд 
заместителей (обозна¬ 
ченных — R), включая 
глицерин, его амино¬ 
ацильные производные и 
этаноламин. Эта часть 
составляет гидрофиль¬ 
ную «голову» молекулы. 


сн 2 —О— Аиил^І Неполярный гидрофоб- 
СН—О— Ацил \ ный ■■ хвост " 

і ° J 

сн 2 — о—р—о— R Полярная гидрофилъ- 
і_ пая „голода" 


Рис. 11.4. Схема, изобра¬ 
жающая предполагае¬ 
мую молекулярную ор¬ 
ганизацию элементар¬ 
ной мембраны. Полипеп¬ 
тиды представлены в ви¬ 
де свернутых молекул, 
погруженных в двойной 
липидный слой, причем 
их гидрофильные участ¬ 
ки выходят за пределы 
двойного слоя с одной 
или обеих его сторон. 
[(Singer S. J., Nicholson 
A. L., The fluid membra¬ 
ne model of the structu¬ 
re of cell membranes. 
Science, 175, 720 (1972).] 


клеток как двойная линия шириной около 8 нм; подобная 
тонкая структура характерна для всех так называемых эле¬ 
ментарных мембран. Она состоит из двойного слоя фосфоли¬ 
пидов (рис. 11.3), которые являются основными липидами 
мембран бактериальных клеток и составляют около 20—30% 
их сухой массы. Полярные «головы» фосфолипидов располо¬ 
жены на обеих внешних поверхностях двойного слоя, тогда 
как гидрофобные цепочки жирных кислот размещаются 
в центральной части мембраны, перпендикулярно к ее плос¬ 
кости (рис. 11.4). Мембранные белки, составляющие более 
половины сухой массы мембраны, включены в этот двойной 
слой, фосфолипидов. 

Изолированные мембраны — высокопластичные структу¬ 
ры. Путем обработки детергентами можно вызвать их деза¬ 
грегацию, а затем реконструировать новые мембраноподоб¬ 
ные структуры. Кроме того, края мембранных фрагментов 
91 могут замыкаться с образованием закрытых пузырьков, по 







Рис. 11.5. Электронная 
микрофотография ульт- 
ратонкого среза деля¬ 
щейся клетки Bacillus 
megaterium, содержа¬ 
щей три мезосомы (1). 
Одна из них связана с 
близко расположенной 
поперечной перегород¬ 
кой и стенкой. [(ЕПаг 
D. J., Lindgren D., Sle- 
pecky R. A., Fine struc¬ 
ture of Bacillus megate- 
rium during synchronous- 
crowth, J. Bact., 94, 118& 
( 1967 ).] 


своей проницаемости сходных с теми клетками, из которых: 
они были получены. 

Мембрана бактериальной клетки — это важный центр ме¬ 
таболической активности; она содержит разнообразные белки, 
каждый из которых, по-видимому, выполняет специфические 
каталитические функции. Большая часть этих белков прочно 
связана с гидрофобной зоной мембраны, из которой их можно 
извлечь только с помощью методов, вызывающих их инакти¬ 
вацию (например, обработкой детергентами). Основные клас¬ 
сы мембранных белков включают: 1) пермеазы, ответствен¬ 
ные за перенос многих органических и неорганических пита¬ 
тельных веществ в клетку, и 2) биосинтетические ферменты, 
которые осуществляют конечные этапы синтеза мембранных 
липидов, а также макромолекул различных классов, входя¬ 
щих в состав бактериальной клеточной стенки (пептидоглика- 
нов, тейхоевых кислот, липополисахаридов и обычных поли¬ 
сахаридов) . 

Кроме того, бактериальная мембрана часто содержит важ¬ 
ные компоненты аппарата генерации АТФ. У аэробных бакте¬ 
рий компоненты цепи переноса электронов также связаны 
с мембраной. У пурпурных бактерий в мембране локализован 
весь фотосинтезирующий аппарат (пигменты, реакционные 
центры, фотосинтетическая цепь переноса электронов). 
С клеточной мембраной, по-видимому, всегда связана 
АТФаза. Наконец, многочисленные косвенные данные свиде- 
92 тельствуют о том, что мембрана прокариотической клетки со- 








Рис. 11.6. Электронная 
микрофотография целых 
клеток Caulobocter cres- 
centus, негативно окра¬ 
шенных фосфовольфра- 


матом, который проника¬ 
ет в мезосомы — спи¬ 
ральные образования 
клеточной мембраны — 
и четко обрисовывает 


места их расположения- 
(Х22 100). (Фото предо- 
ставлено Жерменой Ко- 
эн-Базир.) 



Рис. 11.7. Электронные 
микрофотографии ульт- 
ратонких срезов некото¬ 
рых пурпурных бакте¬ 
рий, иллюстрирующие 
изменчивость строения 
внутренних мембран. А. 
Клетка Rhodopseudomo- 
nas sphaeroides, в кото¬ 
рой мембраны имеют вид 
полых пузырьков (стрел¬ 
ки) (Х5640). Б. Клетка 


Rhodopseudomonas palu- 
stris , в которой мембра¬ 
ны расположены пра¬ 
вильными параллельны¬ 
ми слоями в кортикаль¬ 
ной области клетки 
(стрелки) (Х5640). 

В. Клетка Rhodospiril- 
lum fulvum, в которой 
мембраны состоят из не¬ 
больших регулярно рас¬ 
положенных стопок 

(стрелки) (Х42 300). 


Г. Клетка Thiocapsa sp.*. 
в которой мембраны 
имеют трубчатую струк¬ 
туру, некоторые из тру¬ 
бочек срезаны в про¬ 
дольном (7), другие — в 
поперечном (2) направ¬ 
лениях (Х54 000). (Мик¬ 
рофотографии А, Б и В 
предоставлены Жерменош 
Коэн-Базир, микрофо¬ 
тография Г — К. Эйм- 
хьелленом.) 



















Рис. 11.8. Электронная 
микрофотография уль- 
тратонкого среза азот- 
фиксирующей бактерии 
Azotobacter vinelandii, 


на которой видны вези¬ 
кулярные впячивания 
мембраны, сходные с 
аналогичными структу¬ 
рами некоторых фото- 


трофных бактерий (см. 
рис. 11.7). (Фото предо¬ 
ставлено Ж. Пэнгбор- 
ном и А. Марром.) 




Рис. 11.9. Электронная 
микрофотография ульт- 
ратонкого среза обли¬ 
гатного хемоавтотрофа 
Nitrosomonas еигораеа, 
на которой видны мем¬ 
бранные впячивания 
(Х39 100). (Фото пре¬ 
доставлено С. Уотсо¬ 
ном.) 


держит особые участки для присоединения хромосомы и плаз¬ 
мид, играющие активную роль как в репликации, так и в по¬ 
следующей сегрегации этих генетических элементов. В связи 
с многочисленными и важными функциями бактериальной 
мембраны не удивительно, что она содержит от 10 до 20% об¬ 
щего белка клетки. 

Хотя толщина клеточной мембраны постоянна (поскольку 
определяется молекулярной конфигурацией двойного фосфо¬ 
липидного слоя), ее площадь может изменяться. У одних бак¬ 
терий мембрана, по-видимому, имеет простой контур, соответ- 
94 ствующий контуру клеточной стенки. У других — она образу- 





Рис. 11.10. Электронные 
микрофотографии про¬ 
дольных срезов фото- 
трофной бактерии Rho- 
dospirillum rubrum 

(Х52 700), которые по¬ 
казывают, что условия 
выращивания влияют на 


степень впячивания ци¬ 
топлазматической мем¬ 
браны. Л. Клетка из 
культуры, выращенной 
при сильном освещении 
(1000 фут-свечей), со¬ 
держащая относительт 
но мало хлорофилла. 


Б. Клетка из культуры* 
выращенной при слабом 
освещении (50 фут-све¬ 
чей),, с высоким содер¬ 
жанием хлорофилла 
(Фото предоставлено' 

Жерменой Коэн-Базир.) 



ет в одной или нескольких точках выступы в сторону цито¬ 
плазмы. 

У многих бактерий в центрах клеточного деления или 
вблизи них встречаются сложные локальные впячивания мем¬ 
браны, называемые мезосомами (рис. 11.5), которые, вероят¬ 
но, участвуют в построении поперечной перегородки. Непре¬ 
рывность мезосомы и наружной поверхности мембраны, не 
всегда очевидная на ультратонких срезах, обнаруживается 
на электронных микрофотографиях целых клеток, негативно 
окрашенных солями тяжелых металлов, которые проходят 
через клеточную стенку, но не проникают в цитоплазму 
(рис. 11.6). 

Мембранные впячивания другого типа встречаются у пур¬ 
пурных бактерий (рис. 11.7) и у многих нефотосинтезирую¬ 
щих бактерий, обладающих высоким уровнем дыхательной 
активности, таких, как азотфиксаторы группы Azotobacter 
(рис. 11.8) и нитрифицирующие бактерии (рис. 11.9). Воз- 
95 можно, что значительное увеличение общей поверхности мем- 










Рис. 11.11. Электронная 
микрофотография ульт- 
ратонкого среза одно¬ 
клеточной цианобакте¬ 
рии, на которой видна 
развитая система внут¬ 
ренних мембран (тила- 
коидов), характерная 
для этой группы прока¬ 
риот (Х29 000). (Фото 
предоставлено Жерме- 
ной Коэн-Базир.) 


браны, связанное с образованием впячиваний, обусловлено 
тем, что на такой мембране можно разместить большее число 
центров дыхательной (или фотосинтетической) активности, 
чем на мембране простого контура. Наиболее убедительные 
данные в пользу такого предположения получены при изуче¬ 
нии структуры мембран ряда пурпурных бактерий, у которых 
содержание пигментов (а следовательно, и фотосинтетическая 
активность) могут сильно изменяться в зависимости от усло¬ 
вий окружающей среды (интенсивности света, наличия или 
отсутствия кислорода). В этом случае протяженность мем¬ 
бранных впячиваний прямо пропорциональна содержанию 
пигментов и фотосинтетической активности клеток 
(рис. 11.10). 

У большинства прокариот существует физическая непре¬ 
рывность поверхности мембранных впячиваний и клеточной 
мембраны. Возможно, однако, что цианобактерии являются 
исключением из этого правила. У этих организмов фотосинте¬ 
зирующий аппарат представлен системой уплощенных мем¬ 
бранных камер (тилакоидов), которые редко обнаруживают 
связь с клеточной мембраной и большей частью физически 
отделены от нее (рис. 11.11). Если это так, то цианобактерии 
составляют единственную группу прокариот, обладающих 
дифференцированной интрацитоплазматической системой эле¬ 
ментарных мембран. 

БАКТЕРИАЛЬНАЯ 
КЛЕТОЧНАЯ СТЕНКА: 

ПЕПТИДОГЛИКАНОВЫЙ КОМПОНЕНТ 

Из многих классов макромолекул, которые связаны со стен¬ 
ками прокариотических клеток, лишь один класс, а именно 
96 пептидогликаны, имеет почти универсальное распространение. 






Рис. 11.12. Общая струк¬ 
тура пептидогликана. А. 
Полная структура от¬ 
дельной субъединицы, на 
которой показана связь 
между двумя аминосаха¬ 
рами, входящими в со¬ 
став гликановой цепи, а 
также между мурамо- 


вой кислотой и четырь¬ 
мя аминокислотами ко¬ 
роткой пептидной цепоч¬ 
ки. В. Схематическое, 
упрощенное изображе¬ 
ние структуры, показан¬ 
ной на А. В. Способ об¬ 
разования поперечной 
связи между концевой 


карбоксильной группой 
D -аланина одной субъ¬ 
единицы и свободной 
аминогруппой диамино¬ 
кислоты (диаминопиме- 
линовой кислоты) сосед¬ 
ней субъединицы. 
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Единственные прокариоты, у которых стенки лишены пепти- 
догликанов, — это Halobacterium и Halococcus 1 . Оба эти орга¬ 
низма — крайние галофилы, и прочная клеточная стенка для 
них не является необходимой, так как содержимое их клеток 
изоосмотично с окружающей жидкостью. 

Пептидогликаны — гетерополимеры характерного состава 
и структуры, синтезируемые исключительно прокариотами. Их 
мономерными компонентами являются два ацетилированных 
аміиносахара — N -ацетилглюкозамин и N -ацетилмурамовая 
кислота, а также небольшое число аминокислот, причем не¬ 
которые из них являются «неприродными» в том смысле, что 
они никогда не встречаются в белках (рис. 11.12). Эти два 
аминосахара образуют цепи гликанов, состоящие из чередую¬ 
щихся остатков N -ацетилглюкозамина (Г) и N -ацетилмура- 

0 _ 1 Пептидогликаны не обнаружены также у некоторых метанобразую- 

V / щих бактерий. — Прим. ред. 
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мовой кислоты (M), соединенных p-(l—^4) -связью. Каждая 
цепь содержит от 10 до 65 дисахаридных единиц. 

Мурамовая кислота представляет собой эфир глюкозами- 
на и молочной кислоты, карбоксильная группа которой явля¬ 
ется местом присоединения пептидной цепи. Некоторые из 
карбоксильных групп мурамовой кислоты в пептидогликанах 
связаны с цепочкой из четырех аминокислот. Наиболее обыч¬ 
ный порядок их расположения следующий: Мурамовая кис¬ 
лота—>~Ь-аланин— ^D -глутаминовая кислота —£ L -диамино- 
кислота—>-0-аланин-С00Н. Отметим, что в этой цепи чере¬ 
дуются аминокислоты L- и D -конфигурации, в то время как 
белки состоят исключительно из L -аминокислот. Соседние 
пептидные цепи в пептидогликане соединены между собой 
поперечными сшивками , возникающими обычно вследствие 
образования пептидной связи между концевым D -аланином 
в положении 4 одной цепи и свободной аминогруппой диами¬ 
нокислоты другой цепи. Поперечное связывание иногда осу¬ 
ществляется с помощью межпептидного мостика, содержа¬ 
щего от 1 до 6 аминокислотных остатков. 

Два типа связей (гликозидные и пептидные связи), кото¬ 
рые соединяют субъединицы пептидогликанов, придают этим 
гетерополимерам структуру молекулярной сети или ткани 
(рис. 11.13). Фактически пептидогликановый слой бактери- 
98 альной клеточной стенки—это мешковидная макромолекула 



огромного размера, которая полностью окружает и изолирует 
протопласт, уравновешивая его тургорное давление. 

Первичная структура пептидогликана, представленная на 
рис. 11.12, является наиболее распространенной; она обнару¬ 
жена в стенках почти всех грамотрицательных и многих грам- 
положительных бактерий. Однако встречается и целый ряд 
незначительных отклонений от этой структуры, особенно 
у грамположительных бактерий. Мезо-диаминопимелиновая 
кислота может быть заменена другими диаминокислотами; 
встречаются также различные по длине и аминокислотному 
составу межпептидные мостики, а способ образования попе¬ 
речных связей между тетрапептидными цепочками может 
отличаться от показанного на'рис. 11.12. Первичная структу¬ 
ра пептидогликана клеточной стенки — важный таксономиче¬ 
ский признак грамположительных бактерий, она рассматри¬ 
вается далее в гл. 22 и 23. У грамотрицательных бактерий 
единственное хорошо известное отклонение от первичной 
структуры, приведенной на рис. 11.12, обнаружено в случае 
спирохет, у которых мезо-диаминопимелиновая кислота заме¬ 
нена на L -орнитин. 

ЛОКАЛИЗАЦИЯ ПЕПТИДОГЛИКАНА 
В СТЕНКАХ ГРАМОТРИЦАТЕЛЬНЫХ 
БАКТЕРИЙ 

В стенках грамотриіцательіных бактерий содержание ленти- 
дотлиікана невелико и редко превышает 5—'10% леса стенки. 
Локализация пептидогликаноного слоя ів стенках этого типа 
впервые была установлена Вейделюм (W. Weidel) с сотруд¬ 
никами для стенок Escherichia coli. Они показали, что пеп- 
тидогликан составляет самый внутренний слой многослойной 
стенки и может быть выделен в виде очень тонкого мешочка, 
сохраняющего форму и размер исходной клетки, после уда¬ 
ления других компонентов стенки соответствующими воздей¬ 
ствиями (рис. 11.14). 

Для пептидогліиіканов прамотрицателъиык бактерий ха¬ 
рактерно довольно низкое содержание поіперечныіх сшивок 
Шикановы, х цепей: некоторые пептидные цепочки (вообще не 
соединены поперечными связями (рис. 11.13). У разных 
групп грамотриіцательіных бактерий толщина паптидогліика- 
новоіго слоя несколько варьирует. Расчеты показывают, что 
у большинства грамотрицательных организмов он является 
мономолекулярныім (или, самое большее, бимолекулярным) 
слоем. 

Поверх тонкого пептидопликанового мешка, характерного 
для гр амотр ища тел ьн ыіх 'бактерий, раскол ага ется внешний 
слой стенки , толщина и тонкая структура которого типичны 
для элементарной мембраны. Физическое отделение этого 
слоя (часто называемого внешней мембраной) от клеточной 
99 мембраны осуществляется е трудом. Поэтому все еще юуще- 
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Рис. 11.14. Схема после¬ 
довательных этапов 
фракционирования кле¬ 
точной стенки Е. соіі. 


1 — пептидогликан; 2 — 
изолированная клеточ¬ 
ная стенка; 3 — липо¬ 
протеид; 4 — белок+ 


4-липополисахарид. (Вос¬ 
произведено по экспери¬ 
ментам У. Уэйдела, X. 
Фрэнка и X. Мартина.) 


Липопротеид 
(13% сухой 
массы стенки) 



Белок, 
липополисахарид 


Пептидогликановый мешок 
^(Лизоцим) 

Диализуемые 
сррагменты 
пептид огликана 


ствуют некоторые сомнения относительно его точного хи-, 
мичеекюго тостаіва. Тем не менее известно', что его главными 
химическими компонентами яівляются белки , фосфолипиды 
и липополисахариды. Фосфолипиды, входящие ів состав внеш¬ 
него слоя стеніки, качественно сходны» с фосфолипидами кле¬ 
точной мемібраны. Белки же в основном (а может быть, и 
полностью) отличаются от белікоів клеточной мембраны, и 
число их ограниченно (вполне вероятно, что их только 5). 

Липополиеахариды—главные компоненты внешнего слоя 
стеніки 'большинства, если не всех, трамотрицателыных бак¬ 
терий — это крайне сложные молекулы с мол. весом свыше 
10 000; к тому же химический состав этих соединений замет¬ 
но варьирует как внутри отдельных групп прамотрицатель- 
ных бактерий, так и между группами. Большая часть работы 
по выяснению их структуры была проведена на липополиса- 
харіидах бактерий группы Salmonella , и пока не известно, 
свойственны ли другим группам грамотрицательных орга¬ 
низмов общие закономерности строения липополиса ха рядов, 
установленные для данных бактерий. 

Липополисахариды разных видов Salmonella представля¬ 
ют собой олигомеры, содержащие в среднем околю трех мо¬ 
номерных субъединиц. Каждая субъединица состоит из трех 
разных участков: липида А, остова R и О-замещенной бо¬ 
ковой цепи. Субъединицы связаны между собой фосфатными 
мостиками в области липида А (рис. 11.15). Участок липида 
А представляет собой дисахарид, построенный из двух фос¬ 
форилированіи ых остатков глюкоз амина, многократно этери- 
фицированных длиніноцепочечныіми жирными кислотами, что 
придает гидрофобноеть данной области молекулы. К одному 
из остатков глюкоз амин а, входящего в состав липида А, при- 
100 соединен оліиігоеахаридный остов R — короткая щепочка са- 










Рис. 11.15. Схематиче¬ 
ское изображение двух 
субъединиц молекулы 
липополисахарида, со¬ 
единенных между собой 
поперечной связью. Раз¬ 
меры компонентов мо¬ 
лекулы даны без со¬ 


блюдения масштаба. 1 — 
О-замещенная боковая 
цепь; 2 — внешний остов; 
3 — дигептозный уча¬ 
сток; 4 — участок 

(КДО) 3 ; 5 — липид А. 

Эт -N — этаноламин, 
КДО — 2-кето-З-дезок- 


сиоктоновая кислота'. 
(Nikkaido Н., Biosynthe¬ 
sis and assembly of lipo- 
polysaccharide, in Bacte¬ 
rial membranes and 
walls, L. Leive (ed.), 
New York» Marcel. Dek- 
ker, 1973.) 
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ха ров, включающая діва неоібыічіных соединения: 2-кето-З-дез- 
онсиоктоновую кислоту (КДО) и гептозу (іріиіс. 11.16). Остов 
R в свою очередь соединен с гидрофильной О-замещенной 
боковой цепью, таікже состоящей из сахаров. Она значитель¬ 
но длиннее, чем остов R, и построена из повторяющихся 
тетра- и пентасахаридных блоков. Полная структура лшю- 
полисахарида Salmonella typhimurium показана на 
рис. 11.17. Установление этой структуры оказалось возмож¬ 
ным благодаря получению мутантов, у которых блокирова¬ 
ны отдельные этапы биосинтеза липоиолисахарида. Его био¬ 
синтез протекает строго последовательно- и начинается с 
участка липида А, к которому постепенно присоединяются 
остатки сахаров, входящие в состав полисахаридного осто¬ 
ва; О-замещенная боковая цепь образуется последней. Са¬ 
мая внутренняя часть липополисахарида, состоящая из липи¬ 
да А и трех остатков кето дезонсиоктона та остова R, по-ви¬ 
димому, необходима для сохранения жизнеспособности бак- 
101 терий: мутантов, у которых блокирован ее биосинтез, вы- 
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Рис. 11.16. Структура 
семи- и восьмиуглерод¬ 
ных компонентов . липо¬ 
полисахаридного остова. 


Рис. 11.17. Структура 
субъединицы липополи¬ 
сахарида из клеток Sal¬ 
monella typhimurium. 
1 — О-замещенная боко¬ 
вая цепь; 2 — остов R, 
3 — олигосахаридный ос¬ 
тов; 4 — липид А. 
Абе — абеквоза; Ман — 
D -манноза; Рам — L- 
рамноза; Гал — D-ra- 
лактоза; Глк -N-Ah — 


К-ацетил-Б-глюкозамин; 
Глк — D -глюкоза; Геп — 
гептоза; КДО — 2-кето- 
3- дезоксиоктонова я кис¬ 
лота; Эт -iN — этанол- 
амин, Ац — ацетил. 
Биосинтез субъедини¬ 
цы начинается с кон¬ 
ца, содержащего липид 
А, причем молекула по¬ 
степенно удлиняется пу¬ 
тем последовательного 


присоединения остатков 
сахаров. Специфические 
этапы биосинтеза, блоки¬ 
рованные у «шерохова¬ 
тых» мутантов разных 
классов, показаны пунк¬ 
тиром. (Nikkaido Н., Bio¬ 
synthesis and assembly 
of lipopolysaccharide, in 
Bacterial membranes and 
walls, L. Leive (ed.), 
New York, Marce Dek- 
ker, 1973.) 
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Рис. 11.18. Предполага¬ 
емое расположение ос¬ 
новных компонентов 
внешнего слоя клеточ¬ 
ной стенки у грамотри- 
цательных бактерий. 1 — 



О-замещенная боковая 
цепь; 2 — остов, 3 — ли¬ 
пид А; 4 — полярная го¬ 
лова; 5 — углеводород¬ 
ная цепь. ЛПС — липо- 
полисахарид. (Nikkaido 


Н., Biosynthesis and 
assembly of lipopolysac- 
charide, in Bacterial 
membranes and walls, 
L. Leive (ed.), New York, 
Marcel Dekker, 1973.), 
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делить не -удалось. Однако остальная часть остова и О-заме- 
щенная боковая цепь несущественны для жизнеспособности 
бактерий, благодаря чему были выделены мутанты (обозна¬ 
ченные на рис. 11.17 пунктирными линиями), у которых бло¬ 
кирован какой-либо один из последовательных этапов синте¬ 
за этих частей липопюлиеахарида. 

Липополисахариды — главные антигенные детерминанты 
клеточной стенки грамотридательных бактерий,-они служат 
также рецепторами для адсорбции многих бактериофагов. 
Поэтому липополисахариды должны быть расположены, час¬ 
тично или полностью, на наружной поверхности внешнего 
слоя стенки. Кроме того, показано, что длинные О-замещен- 
ные боковые цепи выступают наружу на расстояние около 
30 нм от поверхности стенки. 

Тонкая структура и толщина внешнего слоя стенки сви¬ 
детельствуют о том, что, подобно клеточной мембране, этот 
слой, возможно, состоит из двойного слоя фосфолипидов, в 
который включены белки и липополисахариды. Схематиче¬ 
ское изображение возможного строения внешнего слоя стен¬ 
ки (предполагается, что липополисахариды сосредоточены в 
его наружной части) приведено на рис. 11.18. 

У энтеробактерий (и, вероятно, у других грамотрицатель- 
ных бактерий) на внешней поверхности пептидошикановопо 
слоя стенки расположены липопротеиды особого типа. Мо¬ 
лекулы этих липопротеидов ковалентно соединены пептидной 
103 связью с некоторыми остатками диаминопимелиновой кисло- 

















Рис. 11.19. Схема, пока¬ 
зывающая возможные 
связи между мембраной 
и клеточной стенкой у 
грамотрицательных бак¬ 
терий. 1 — О-замещенная 
боковая цепь; 2 — остов; 
3 — липид А; 4 — по¬ 
лярная голова; 5 — гид¬ 
рофобная цепь жирной 
кислоты; 6 — липидная 
часть молекулы; 7 — ее 
белковая часть. 
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ты, входящей в пептидотлика новую сеть. Они выступают на¬ 
ружу из этого слоя, причем наиболее удаленной от его по¬ 
верхности оказывается липидная часть молекулы липопроте¬ 
ида. Таким образом, липопротеид служит мостиком между 
пептидогликаиоівыім ело ем и внешним слоем стенки. Эта 
связь поддерживается благодаря гидрофобным взаимодейст¬ 
виям между липидной частью липопротеида и фосфолипида¬ 
ми внешнего слоя стенки. На рис. 11.19 приведена схема ве- 
ро я тін ы X моле кул ярн ы х івз а имоде йс тв и й между в н ешн ими 
слоями грамотри'цателіьной клепки. 

ПЕПТИДОГЛИКАН В СТЕНКАХ 

ГРАМПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ 

У большинства грамположительных бактерий пентидоглика- 
ны составляют от 40 до 90% сухой массы клеточной стенки. 
Такая стенка имеет однородную структуру и значительно 
толще (10—<50 нм), чем слой пептидогликан а ів стенке грам¬ 
отрицательных бактерий. Как уже упоминалось, у грампо- 
ложительныіх бактерий существует значительное разнообра¬ 
зие структуры и состава пел т и доглиік анов. Пелтидоігликаіно- 
івый матрикс стенки ковалентно связан с другими ее макро- 
молекулярными компонентами,, включая самые различные 
полисахариды и полимеры полифосфатов, которые называ¬ 
ются тейхоевыми кислотами. Тейхоевые кислоты — это рас¬ 
творимые в воде полимеры, содержащие остатки глицерина 
104 или рибита, соединенные между собой фосфодиэфирными 






Рис. 11.20. Повторяю¬ 
щиеся единицы некото¬ 
рых тейхоевых кислот. 
А. Глицеринтейхоевая 
кислота из клеток Lac¬ 
tobacillus casei 7469 
(К = 0-аланин). Б. Гли¬ 
церинтейхоевая кислота 
из клеток Actinomyces 


antibioticus (И = 0-ала- 
нин). В. Глицеринтейхо¬ 
евая кислота из клеток 
Staphylococcus lad is, D- 
аланин находится в по¬ 
ложении 6 N -ацетилглю- 
козамина. Г. Рибиттейхо- 
вые кислоты из клеток 
Bacillus subtilis (R= глю¬ 


коза) и Actinomyces 
streptomycini (R = сук¬ 
цинат), D -аланин присо¬ 
единен к 3- или 4-му уг¬ 
леродному атому риби- 
та). Д. Рибиттейхоевая 
кислота из капсулы 
пневмококков типа 6. 
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связями (рис. 11.20). Надежіныіх доказательств их точной 
локализации в клеточной оболочке пока не получено; ів про¬ 
цессе фракционирования большая чаість тейхоевой кислоты 
остается связанной с материалом клеточной стенки; показа¬ 
но также, что она соединена ковалентной связью с мурамо- 
івой кислотой. Однако небольшое количество тейхоевой кис¬ 
лоты (в основном глицеринтейхоевой) оказывается связан¬ 
ным с клеточной мембраной. Этот материал, называемый 
мембранной тейхоевой кислотой или липотейхоевой кисло¬ 
той , ковалентно соединен с мембранными гликолипидаміи. 

Тейхоевые кислоты являются главными поверхностными 
антигенами тех видов грамположителіьных бактерий, у кото¬ 
рых они присутствуют, и их доступность для антител рас¬ 
сматривается как доказательство того, что они локализованы 
на внешней поверхности пептидоглик ановото слоя. Однако 
их активность часто повышается при неполном фермента¬ 
тивном гидролизе лептидогликана. Таким образом, можно 
полагать, что значительная, часть тейхоевых кислот распола¬ 
гается между клеточной мембраной и слоем пептидоглика- 
на, выступая наружу через поры в последнем (рис. 11.21). 

Повторяющиеся элементы некоторых тейхоевых кислот 
показаны на рис. 11.20. Этими элементами могут быть остат¬ 
ки глицерина, соединенные 1,3- и 1, 2-свіязями, остатки риби- 
та, соединенные 1,5-ісівязями, или более сложные структуры, 
в которых глицерин или рибит соединены с остатками саха- 
105 ров, таких, как глюкоза, галактоза или N -аіцетилглюкозамин. 





Рис. 11.21. Модель кле¬ 
точной стенки и мембра¬ 
ны грамположительной 
бактерии, на которой по¬ 
казаны молекулы липо- 
тейхоевой кислоты, про¬ 
ходящие через клеточ¬ 
ную стенку. Тейхоевые 
кислоты стенки, кова¬ 
лентно связанные с ос¬ 
татками мурамовой кис¬ 
лоты пептидогликаново- 
го слоя, на схеме не по¬ 


казаны. 1 — клеточная 
стенка; 2 —белок; 3 — 
фосфолипид; 4 — глико¬ 
липид; 5 — фосфатидил- 
гликолипид; 6 — липо- 
тейховая кислота. [Van 
Driel D. et al., Cellular 
location of the lipoteicho- 
ic acids of Lactobacillus 
fermenti NCTC 6991 and 
Lactobacillus casei NCTC 
6375, J. Ultrastruct. Res., 
43, 483 (1971).] 


Цепіи тейхоевых кислот могут быть длинными и содержать 
ДО’ 30 и более элементов, хотя часто встречаются цепочки, 
состоящие из Ю и даже меньшего числа элементов. 

Большинство тейхоевых кислот содержит значительные 
количества D -ал'анина, присо единенного' обычно либо к гли¬ 
церину в положении 2 или 3, либо к рибиту в положении 
3 или 4. Однако ів некоторых, более сложных, тейхоевых 
кислотах D- аланин связан с одним из остатков сахаров. 
Кроме D -аланина к свободным гидроксильным группам гли¬ 
церина и рибита могут присоединяться и другие замести¬ 
тели: 'глюкоза, галактоза, N- а цетил глюкоз амин, N -ацетилга- 
лактозамин или сукцинат. У данного вида бактерий помимо 
D -аланина может встречаться несколько типов сахарных ос¬ 
татков; в таких случаях неясно, входят ли они в состав од¬ 
ной и той же или разных молекул тейхоевой кислоты. 

Хотя функция тейхоевых кислот неизвестна, яеіноі, что они 
должны определенным образом влиять на проникновение 
ионов через внешние слои поверхности клетки, так как со¬ 
здают в ее оболочке высокую плотность регулярно ориенти¬ 
рованных зарядов. 

Стенки большинства граімположительных бактерий не со¬ 
держат липидов, однако в составе Корине бактерий, микобак¬ 
терий и нокардий встречаются различные длинноцепочечные 
жирные кислоты, соединенные сложіноэф ирными связями с 
полисахаридами стенки. В стенках большинства грамполо- 
жительных бактерий белки отсутствуют, а если и обнаружи¬ 
ваются, то в виде отдельного слоя, который располагается 
на внешней поверхности стенки и часто имеет весьма регу- 
106 лярное строение. 























ФУНКЦИЯ 

ПЕПТИДОГЛИКАНОВОГО слоя 

Хотя стенки прокариотических клеток различаются но (свое¬ 
му химическому составу, в них (почти -всегда присутствует 
непрерывный слой пептидогликана, что указывает на функ¬ 
циональную важность этого специфического полимера стен¬ 
ки. Пеіптидюіглиікановый слой в первую очередь, по-видимо¬ 
му, определяет форму клетки, а также противодействует 
тур горном у давлению клеточного содержимого и, следова¬ 
тельно, предотвращает осмотический лизис клетки. Эти выво¬ 
ды подтверждаются данными о действии на /бактерии аген¬ 
тов, нарушающих структуру пептидогликана или подавляю¬ 
щих его синтез. На стр. 88 уже рассматривался лизис бак¬ 
терий, (происходящий под действием лизоцима в результате 
гидролитического р-асщеп л ен ия связ и N - ацетилмура ми л - N - 
а,цетилглю 1 козамина в глиікановых цепях, что приводит к на¬ 
рушению (целостности структуры пептидогликана. Летальное 
действие пени.циллинов на растущие популяции прокариот, 
со д е р ж а щи х дел т и дог л иж ан ы, является с л е д ств и ем инги би - 
р ов а ни я этим и антибиотикам и конечного этап а синтез а пеп¬ 
тидогликана—образования поперечных сшивок между пеп¬ 
тидными цепями. Возникающее в результате разрыхление 
пептидогликановой сети приводит к осмотическому лизису 
растущих клеток. 

В связи с этим следует остановиться на очень интересных 
свойствах бактериальных L -форм. В 1935 г. было обнаруже¬ 
но, что на богатой среде Strepitobacillus moniliformis может 
давать атипичные колонии, в которых вместо нормальных па¬ 
лочковидных клеток присутствуют образования неправиль¬ 
ной, часто глобулярной формы. Было устано/влено, что эти 
так называемые L -формы могут размножаться неопределенно 
долго на сложных, содержащих сыворотку средах. Сначала 
полагали, что L -формы, которые так не похожи по строению 
на, 5. moniliformis , представляют собой симбионты или па¬ 
разиты этой бактерии, но такую интерпретацию пришлось 
отбросить, когда оказалось, что в редких случаях они могут 
ревертировать в палочковидные формы. Обнаружение в 
дальнейшем L -форм других бактерий показало, что это яв¬ 
ление отнюдь не ограничено одним лишь видом — 5. monili¬ 
formis. 

После открытия пенициллина было найдено', что L -формы 
устойчивы к пенициллину и фактически -могут быть отобраны 
путем культивирования бактерий на осмотически забуфѳрен- 
ной среде, содержащей пенициллин (рис. 11.22). Как прави¬ 
ло, удаление из среды пенициллина после короткой инкуба¬ 
ции бактерий в его присутствии ведет к немедленной ревер¬ 
сии клеток к нормальной форме. После длительных периодов 
107 выращивания бактерий в присутствии пенициллина некого- 






Рис. 11.22. Возникнове¬ 
ние L -форм у Proteus 
vulgaris : превращение 

палочек в сферические 
тела в процессе роста в 
присутствии пеницилли¬ 
на (фазовый контраст, 
Х2000). 

(Фото предоставлено 
Е. Келленбергером и К. 
Либермейстером.) 


рые из них продолжают расти в виде L -форм и в том слу¬ 
чае, если пенициллин удален из среды. Наблюдаются разли¬ 
чия как ів длительности выдерживания бактерий с пеницил¬ 
лином, необходимой для сохранения L -форм в отсутствие 
этого антибиотика, так и в доле /модифицируемой популяции. 
Кроме того, стабильность (возникающих L -форм варьирует, 
даже если они получены из одного и того же вида бактерий; 
некоторые из них никогда не ревертируют («стабильные 
L -формы»), другие время от времени ревертируют («неста¬ 
бильные L -формы»). 

На основании того, что известно о способе действия пе¬ 
нициллина,, L -формы можно рассматривать как бактерии с 
резким нарушением синтеза пептидогликанового слоя, у ко¬ 
торых, однако, сохранилась способность расти, хотя и в не¬ 
обычной клеточной форме, в среде достаточно концентриро¬ 
ванной, чтобы предотвратить их осмотический лизис. 

(В клетках некоторых стабильных L -форм компоненты 
пептидопликановопо слоя полностью отсутствуют. Все неста¬ 
бильные L -формы, так же как и некоторые стабильные, все 
еще содержат мурамовую кислоту, но в относительно низкой 
концентрации (соответствующей 10—45% ее содержания в 
нормальных клетках). Кроме того, эта мурамовая кислота 
н а ходится в н еобычіном химииеском состоянии, поскольку 
легко экстрагируется разбавленной кислотой © отличие от 
мурамовой кислоты нормальных клеток. Приведенные факты 
дают общее представление о природе L -форм: L -формы — это 
бактерии, у которых в результате действия пенициллина 
утрачена или изменена затравка для синтеза пептидоглика- 
на. В первом случае включение пептидогликана в бактери¬ 
альную стенку полностью прекращается, во втором 1 —нару¬ 
шается образование нормального' непрерывного слоя пепти¬ 
догликана, так как вновь синтезированные субъединицы 
включаются в стенку нерегулярным и некоординированным 
образом. В редких случаях L -формам последнего типа все 
же удается осуществить ресинтез непрерывного пептидоглй- 
капового слоя, после чего они ревертируют в нормальную 
108 бактериальную форму. 



L -формы могут быть получены ікак из грамположитель- 
иыіх, таік и из грамотрицательных бактерий. У последних 
внешний слой клеточной стенки, по-видимому, продолжает 
синтезироваться нормальным образом; на это указывают как 
электроінно-;миік!роакоіп'ичеакие исследования, так и тот факт, 
что подобные L -формы сохраняют О-антигены и остаются 
чувствительными к инфекции фагами, для которых в клет¬ 
ках имеются рецепторы, расположенные во внешнем слое 
стенки. 

ФУНКЦИИ ВНЕШНЕГО СЛОЯ СТЕНКИ 
У ГРАМОТРИЦАТЕЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ 

У грамотрицательных бактерий пептидогликан составляет 
лишь незначителыную часть компонентов стенки; количест¬ 
венно в ней преобладают белки, фосфолипиды и липополи¬ 
сахариды, входящие в состав внешнего слоя стенки. 

Существует много указаний на то, что внешний слой стен¬ 
ки шраімотрица тельных бактерий является барьером, препят¬ 
ствующим проникновению ів клетку некоторых веществ из 
окружающей среды. К этим веществам относится ряд анти¬ 
биотиков, особенно пенициллины, к которым грамотрица- 
тельные организмы значительно менее чувствительны, чем 
граміположительные, хотя у обеих групп атакуемый пеницил¬ 
линами фермент (транспептидаза) ів изолированном состоя¬ 
нии ингибируется одинаковыми концентрациями антибиоти¬ 
ков. Кроме того, внешняя мембрана частично задерживает, 
по-видимому, краски и соли желчных кислот. 

Можно полагать, что липопюлисакариды играют важную 
роль в этой функции внешнего слоя стенки, так как шерохо¬ 
ватые мутанты, у которых липополисахарид стенки утратил 
О-замещенную цепь и часть о литое ах ар и дного остова, -на¬ 
много чувствительнее к пенициллину и некоторым другим 
антибиотикам, чем штаммы дикого типа. Обработка грамот- 
рицателыных бактерий хелатобразующим агентом ЭДТА, ко¬ 
торый (вызывает освобождение из клеточной стенки значи¬ 
тельной части липополиеахарида, также повышает чувстви¬ 
тельность клеток ко многим антибиотикам. 

(Внешний 'слой стенки, несомненно, служит барьером и 
для (белков. Как уже обсуждалось в гл. 10, многие фермен¬ 
ты, которые у рримпол ожительных бактерий являются экзо- 
ферментами, у грамотрицательных локализованы в пери¬ 
плазме (отгорожены внешним слоем стенки). 

Оп еціифичность сом атических антигенов гр аімотр ицатель- 
ныіх бактерий определяется главным образом липополисаха- 
ридом внешнего слоя клеточной стенки, а более конкретно— 
сахарами О-замещенных боковых цепей, выступающих на¬ 
ружу с поверхности стенки. Большинство грамотрицательных 
бактерий, выделенных из природных источников, принадлежит 
109 к «гладким» вариантам и содержит на своей поверхности 








О-замещенные боковые цепи. Однако ів чистых культурах 
(происходит образование «шероховатых» мутантов, утратив¬ 
ших 0-зам ещеиную боковую цепь лшішгалиісахарида; благо¬ 
даря вышкой частоте их появления они нередко вытесняют 
гладкий родительский штамм. Эти факты наводят на мысль, 
что в природных условиях сохранение «гладкого» состояния 
(и, следов а тел ьн о, О-замещенной боковой цени лиіпоіполиса- 
харида) дает бактериям заметные преимущества при отборе. 
В то же время в природных бактериальных популяциях су¬ 
ществует огромное структурное разнообразие О-замещенных 
боковых цепей (а следовательно, и специфичности соматиче¬ 
ских антигенов). Нанирімер, у энтеробактерий группы Salmo¬ 
nella найдены сотни специфических серотипов, различающих¬ 
ся антигенной структурой О-замещенных боковых цепей, но 
в других отношениях фенотипически почти неразличимых. 

Совершенно ясно, что для патогенных граімотрицательных 
бактерий, таких, как представители группы Salmonella , об¬ 
ладание 0-замещеиной боковой цепью имеет определенное 
селективное преимущество. Ее присутствіи е на поверхности 
клетки делает бактерию относительно устойчивой <к захвату 
фагоцитами животного-хозяина, причем эта устойчивость те¬ 
ряется только в том случае, если хозяин синтезировал анти¬ 
тела, специфически направленные против О-замещенной бо¬ 
ковой цепи. Поэтому антигенное разнообразие, обусловлен¬ 
ное различной (структурой О-замещенных боковых цепей ли-, 
поп о лис ах ар ид а, дает патогенным видам бактерий значи¬ 
тельное преимущество при отборе, так как маловероятно, 
чтобы животное-хозяин имело высокий уровень антител, спе¬ 
цифичных в отношении большого числа О-замещенных боко¬ 
вых цепей разных типов. При введении в (кровоток живот¬ 
ного липоіполисахариды проявляют высокую токсичность. 
Они вызывают лихорадку, а при высоких концентрациях — 
внутренние кровотечения и шок. 

ТОПОЛОГИЯ СИНТЕЗА СТЕНКИ 

И МЕМБРАНЫ 

В процессе клеточного цикла бактерии поверхностные слои 
клетки непрерывно меняют свою форму. Увеличение объема 
клетки сопровождается возрастанием площади как стенки, 
так и мембраны. С момента начала деления в клеточной 
стенке происходят векторные изменения: начинается образо¬ 
вание поперечной перегородки, которая растет внутрь клет¬ 
ки под .прямым углом к клеточной стенке до тех пор, пока 
не образуется законченная перегородка, разделяющая два 
дочерних протопласта. Вслед за этим поперечная перегород¬ 
ка разделяется на два слоя, каждый из которых становится 
полюсом одной из образовавшихся дочерних клеток. 

Как показывают результаты опытов по фракционирова¬ 
ло ініию іклетки, конечные этапы синтеза фосфолипидов и моно- 




меров, предназначенных для включения в основные полиме¬ 
ры стенки, осуществляются ферментами, локализованными в 
клеточной меімбране. Однако не известно, концентрируются 
ли эти ферменты в определенных участках мембраны, или 
они более или іменее равномерно распределены по всей ее 
поверхности. 

Увеличение поверхности стенки и мембраны, сопровожда¬ 
ющее рост клетки, могло бы происходить путем включения 
нового материала в особые точки роста или путем его внед¬ 
рения во многие места предсуществующего матрикса стенки 
и мембраны. Для выяснения этого вопроса были проведены 
многочисленные эксперименты, часто дававшие противоречи¬ 
вые результаты. 'Важно учитывать, что в процессе роста 
клетки может происходить вторичное перѳраспр еделение 
вновь включенного материала. Например, пластичность кле¬ 
точной мембраны и внешнего слоя стенки грамотрицатель¬ 
ных (бактерий может привести к тому, что распределение 
вновь синтезированных компонентов будет казаться случай¬ 
ным даже в том случае, если первичное включение происхо¬ 
дило ів специфических точках. Аналогичный результат по¬ 
лучился бы и вследствие быстрого обновления компонентов 
стенки или мембраны. Таким образом, доказательства ло¬ 
кального роста (стенки или мембраны являются неоспоримы¬ 
ми, тогда (как данные в пользу случайного включения часто 
бывают сомнительными. 

Для 'стрептококков (грамположительных бактерий со сфе¬ 
рическими клетками) было получено четкое доказательство 
локализации роста стенки в экваториальной области в опы¬ 
тах с 'использованием специфической антисыворотки против 
компонентов стенки. Антисыворотка, соединенная іс флуорес¬ 
центным красителем, связывалась с поверхностью клеток, и 
последняя интенсивно и равномерно флуоресцировала. 
В процессе последующего роста в присутствии нефлуорее- 
цирующей антисыворотки полюса клеток продолжали интен¬ 
сивно флуоресцировать в течение нескольких генераций, а 
новая, нефлуоресцирующая поверхность стенки (постепенно 
встраивалась по мере роста между старым ее материалом 
(рис. 11.23). Таким образом, во время экспоненциального 
роста стрептококков синтез стенки строго локализован и, 
однажды образовавшись, стенки вторична не модифициру¬ 
ются. Но было также показано, что в том случае, если рост 
стрептококков прекращается в результате ингибирования 
синтеза белка (например, при недостатке какой-либо необ¬ 
ходимой аминокислоты или под действием хлюрамфеникола), 
синтез материала стенки продолжается и выражается в по¬ 
степенном утолщении стенки по всей ее поверхности 
(рис. 11.24). Следов а тел ыно, в этих условиях предшественни¬ 
ки (стенки должны включаться во (многих точках. При ис- 
111 пользовании в качестве метки флуоресцирующих антител в 





Рис. 11.23. Рост клеточ¬ 
ной стенки Streptococcus 
pyogenes, прослеженный 
с помощью микрофото¬ 
графирования в ультра¬ 
фиолетовом излучении 
растущих цепочек кле¬ 
ток, у которых клеточ¬ 
ная стенка предвари¬ 
тельно была покрыта 
флуоресцирующим анти¬ 


телом. А. Сразу после 
обработки антителом; 
клетки флуоресцируют 
равномерно. Б. После 
выращивания в течение 
15 мин. На экваторе 
каждой клетки образо¬ 
вался новый (нефлуорес¬ 
цирующий) материал 
стенки; полюса клеток, 
меченные флуоресциру¬ 


ющим антителом, про¬ 
должают флуоресциро¬ 
вать. В и Г. Вид цепо¬ 
чек клеток через 30 и 
60 мин выращивания со- 
тветственно. [Cole R. М., 
Hahn J. J., Cell replica¬ 
tion in Streptococcus py¬ 
ogenes, Science, 135, 722 
(1962).] 



опытах с гр а мо три дательными бактериями не было получе¬ 
но указаний на локальный рост стеши; по мере роста ин¬ 
тенсивность ф л уо р ееценци и кл еток осл абев ала р аівін оме р но 
и постепенно. Однако применявшиеся ів этих опытах антите¬ 
ла были специфичны в отношении компонентов внешнего 
слоя стенки (главным образом лиіпополисахаридов), которые 
могли перераспределяться благодаря пластичности двойного 
липидного слоя. Особый случай строго локализованного рос¬ 
та как стенки, так и мембраны был обнаружен у грамотри- 
цательного организма — Caulobacter . В каждой генерации 
клеток на полюсе дочерней клежи-швермера, где первона¬ 
чально был расположен жгутик, развивается характерная 
для каулобактеров нитевидная простека (см. гл. 5), до¬ 
стигающая в норме длины 2—3 імкм. Однако в условиях, 
112 когда клетки испытывают недостаток в неорганическом фос- 
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Рис. 11.24. Электронные 
микрофотографии ульт- 
ратонких срезов клетки 
Streptococcus faecalis, по¬ 
казывающие способ ро¬ 
ста стенки. А. Продоль¬ 
ный срез делящейся, 
клетки; в кружок за¬ 
ключен один из стеноч- 
ных валиков, отделяю¬ 
щий новосинтезирован¬ 
ную экваториальную* 
стенку от стенки, синте¬ 
зированной в предыду¬ 
щей генерации. Стрелка 
указывает на мезосому 
перегородки. Б. Срез* 
клетки, которая в тече¬ 
ние 20 ч была лишена 
необходимой аминокис¬ 
лоты (треонина), в ре¬ 
зультате чего синтез бел¬ 
ка прекратился, но обра¬ 
зование стенки продол¬ 
жалось. Заметно значи¬ 
тельное утолщение стен¬ 
ки по сравнению с А. 
[Higgins М. L., Shock- 
man G. D., Early chan¬ 
ges in the ultrastructure 
of Streptococcus faecalis 
after amino acid starva¬ 
tion, J. Bact., 103, 246 
(1970).] 

фате, удлинение простаки продолжается и эта структура до¬ 
стигает длины 10—15 імікм. В клетки-швермеры можно вне¬ 
сти равномерную радиоактивную метку путем вы.ращивания 
их в присутствии меченной тритием глюкозы. Если затем пе¬ 
ренести эти клетки в среду, содержащую нерадиоактивную 
глюкозу и ограниченное количество фосфата, то первона¬ 
чально образовавшиеся в присутствии меченой глюкозы ко¬ 
роткие простаки начинают удлиняться. Последующая радио¬ 
автография таких клеток показывает, что радиоактивный 
материал обнаруживается в теле клетки и на дистальном 
конце простаки, а ее проксимальный участок оказывается 
нерадиоактивным (рис. 11.25). Это означает, что удлинение 
простаки происходит путем строго локализованного' синтеза 
на проксимальном конце, т. е. в том месте, где она непосред¬ 
ственно присоединяется к телу клетки. Поскольку простека 
состоит из мембранной сердцевины, окруженной как внут¬ 
ренним, так и внешним слоями стенки, очевидно, что в дан¬ 
ном случае синтез всех этих структурных элементов являет¬ 
ся локализованным. 

В свете данных о многообразных функциях клеточной мем- 
113 браны, особенно о ее предполагаемом участии в сегрегации 
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Рис. 11.25. А. Схема воз¬ 
можного распределения 
метки в стебельковых 
клетках Caulobacter при 
проведений эксперимен¬ 
та, описанного в тексте. 
/ — выращивание кле¬ 
ток в присутствии 3 Н- 
глюкозы; II — выращи¬ 
вание клеток с ограни¬ 
ченным количеством 
фосфата. Заштрихован¬ 
ные участки означают 
образовавшиеся в клетке 
радиоактивные области; 
стрелки показывают со¬ 
ответствующие места уд¬ 
линения простеки. Б. Ра¬ 
диоавтограф клетки с 
удлинившейся простекой. 
[Schmidt J., Stanier 
R. Y., The development of 
cellular stalks in caulo- 
bacteria, J. Cell Biol., 28, 
423 (1966).] 


бактериального генома, топология мембранного роста пред¬ 
ставляет особый интерес. Проведены многочисленные иссле¬ 
дования роста мембраны с использованием меченных радио¬ 
активными или тяжелыми изотопами предшественников мем¬ 
бранных липидов, таких, как глицерин или жирные кислоты. 
Эти исследования не доказали, что синтез мембраны являет¬ 
ся локализованным. Однаіюо результаты, полученные в не¬ 
давних опытах с применением в качестве маркеров мембран¬ 
ного роста некоторых индуцибельных мембранных белков, 
свидетельствуют о том, что на самом деле рост мембраны 
строго локализован. У Е. соіі синтез р-галактозидіпермеазы, 
находящейся в мембране, контролируется лактозным оіперо* 
ном; в мембране полностью индуцированных клеток содер¬ 
жится приблизительно ІО 4 молекул пермеазы. Так как пер- 
меаза необходима для поглощения лактозы, в среде, содер¬ 
жащей этот сахар, могут расти только индуцированные клет¬ 
ки. Когда смесь индуцированных и неиндуцированных кле¬ 
ток подвергают действию пенициллина в присутствии лакто¬ 
зы, используемой в качестве единственного источника угле¬ 
рода, индуцированные клетки сразу же начинают расти и 
подвергаются быстрому лизису в результате нарушения син¬ 
теза стенки. іНеиндуцированные клетки лизируются несколь¬ 
ко позднее, после того как начнется синтез пермеазы, инду- 
114 цированный лактозой. Следовательно, этим методом можно 
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Рис. 11.26. Динамика ли¬ 
зиса клеток Е. соіі, вы¬ 
званного пенициллином. 
ГО — клетки с полностью 
индуцированным синте¬ 
зом галактозидпермеа- 
зы, Г1, Г2 и ГЗ — клет¬ 
ки после выращивания 
соответственно в течение 
одной, двух и трех ге¬ 
нераций в отсутствие ин¬ 
дуктора. Кривая N1 по¬ 
казывает динамику лизи¬ 
са неиндуцированной 
контрольной популяции. 
[Kepes A., Autissier F., 
Topology of membrane 
growth in bacteria, Bio- 
chem. Biophys. Acta, 265, 
443 (1972).] 



Рис. 11.27. Кинетика 
сегрегации (3-галакто- 
зидпермеазы по данным 
эксперимента, аналогич¬ 
ного представленному 
на рис. 11.26; ■ —■ об¬ 
щая оптическая плот¬ 
ность популяции; • • 

оптическая плотность по¬ 
сле 30 мин воздействия 
пенициллина (пермеазо¬ 
отрицательная популя¬ 
ция) ; А — А оптическая 
плотность пермеазополо¬ 
жительной популяции 
(вычисленная по разно¬ 
сти). [Kepes A., Autissi¬ 
er F., Topology of mem¬ 
brane growth in bacteria, 
Biochem. Biophys. Acta, 
265, 443 (1972).] 


определить гетерогенность клеточной популяции в отношении 
пермеазной функции. 

Если полностью индуцированну ю популяцию Е. соіі пе¬ 
ренести на среду 'без индуктора (например, с глицерином 
ів качестве источника углерода), то все клетки популяции в 
течение двух (генераций сохраняют способность к быстрому 
лизису под действием пенициллина в присутствии лактозы. 
Однако к третьей генерации только половина популяции под¬ 
вергается немедленному лизису (рис. 11.26). Таким образом, 
между второй и третьей генерациями значительная частъ 
клеточной популяции внезапно становится пермеазоотрица- 
115 тельной (рис. 11.27). Исходя из предположения о том, что 
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Рис. 11.28. Распределе¬ 
ние родительской мем¬ 
браны (заштрихованная 
область) среди потомков 
бактерии с единственной 
зоной роста, располо¬ 
женной посредине клет¬ 
ки. Стрелка показывает 
направление роста новой 
мембраны. Слева — толь¬ 
ко что поделившаяся 
клетка; справа — клет¬ 
ка на половине интерва¬ 
ла между двумя деле¬ 
ниями. [Kepes A., Autis- 
sier F., Topology of 
membrane growth in bac¬ 
teria, Biochem. Bioplfys. 
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Acta, 265, 443 (1972).] 
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синтез мембраны у E. coli происходит в центральной зоне, 
разделяющей ів* процессе роста дв»а «старых» мембранных 
полюса, можно было бы ожидать, что через две клеточные 
генерации, считая от только что поделившейся клетки,, поло¬ 
вина популяции не будет содержать «старой» мембраны. Од¬ 
нако в экспоненциально растущих популяциях содержатся 
клетки на всех стадиях цикла роста. Если проследить за 
судьбой клетки, находящейся на полпути между двумя де¬ 
лениями, рассматривая ее как пример такой несинхронизи- 
'Рованной популяции,, то окажется, что она дает потомков, 
не содержащих «старой» мембраны, только после третьего 
деления, т. е. через 2,5 генерации. Эти две ситуации схема¬ 
тически изображены на рис. 11.28. Таким образом, тот факт, 
ч то пе рм е аз о от риц ат ель н ы е к л е тки н а чин а ю т ігояв л я т ьс я 
только между второй и третьей генерациями, считая с мо¬ 
мента удаления индуктора, полностью согласуется с гипо¬ 
тезой о том, что включение вновь синтезированного матери¬ 
ала в растущую мембрану происходит в центральной части 
клетки. Эти наблюдения можно было бы столь же удовле¬ 
творительно объяснить, допустив, что мембрана растет в ка¬ 
ком-то другом локальном центре (например 1 , на полюсах 
клетки), но они совершенно несовместимы с моделями, пред¬ 
полагающими включение материала во многих точках мем¬ 
бранной поверхности. 

КАПСУЛЫ И СЛИЗИСТЫЕ СЛОИ 

Многие прокариоты синтезируют органические полимеры, 
которые откладываются с наружной стороны клеточной 
стенки в виде рыхлого, более или менее аморфного слоя, 
называемого капсулой или слизистым слоем. Термином «кап- 
116 аула» обычно обозначают слой, который сохраняет связь с 












































клеточной стенкой и служит внешним покровом .кленки. Он 
имеет ограниченную толщину -и четко выявляется (под микро¬ 
скопом после негативного окрашивания. Часто, однако, эти 
экзополимеры образуют значительно более обширные скоп¬ 
ления, частично отделившиеся от образовавших их клеток. 
Эти различия в локализации и толщине слоев обусловлены 
главным образом количеством образующегося полимера и 
его растворимостью в воде. Несомненно, такой слой не явля¬ 
ется существенно важным для функционирования клетки: 
у многих бактерий он вообще не образуется, а те бактерии, 
которые в норме образуют его, могут терять эту способ¬ 
ность в результате мутации, что никак не сказывается на их 
росте. 

Экзополимеры сильно различаются по составу. Несколько 
видов Bacillus образуют экзополипептиды, построенные 
только из одной глутаминовой кислоты ер ©имущественно 
D -конфигурации. Глутамилыные остатки связаны между со¬ 
бой посредством у-карбоксильной группы так же, как в бо¬ 
ковой цепи пептидогликаноіВ. Все остальные бактериальные 
экзополимеры являются полисахаридами (табл. 11.2). Исхо¬ 
дя из механизма их биосинтеза, полисахариды делят на два 
основных класса. Большинство из них синтезируется из са- 
х а р онуікл еотидн ых іп редш ествен,ников (н априм ер, из УД Ф - 
глюкозы, УДФ-галактоэы, ГДФ-фукозы и ГДФ-маніНОЗы) . 
Образование полисахаридной цепи состоит из последователь¬ 
ного переноса гликозильных остатков., осуществляемого, ве¬ 
роятно, при помощи липидного переносчика клеточной мем¬ 
браны, хотя это было показано лишь в немногих случаях. 
Таким образом, биохимические механизмы синтеза этого 
класса экзополисахаридов очень сходны с механизмами, уча¬ 
ствующими в образовании гликановых цепей пепт и дог л ика- 
нов (см. гл. 7) и полисахаридной части липополисахари- 
дов грамотрицательных бактерий. Сахара, входящие в этот 
класс экзопол псах а ридов, синтезируются клеткой в процессе 
нормального промежуточного метаболизма. Поэтому приро¬ 
да доступных питательных веществ мало или вообще не 
влияет на их биосинтез. Такие полисахариды отличаются 
большим разнообразием входящих в их состав моносахари¬ 
дов, амин осах аров и уроновых кислот, причем некоторые из 
составляющих их сахаров могут содержать ацетильные груп¬ 
пы или остатки пировиноградной кислоты. Детальная струк¬ 
тура выяснена, за редкими исключениями, лишь для .несколь¬ 
ких простейших гомополимерных экзополисахаридов (напри¬ 
мер, для целлюлозы, синтезируемой Acetobacter xylinum). 

Два типа экзополисахаридов — декстраны іи леваны — 
имеют другую биосинтетическую природу: они образуются 
непосредственно из экзогенного субстрата — дисахарида са¬ 
харозы путем последовательного присоединеніи я гликозиль- 
117 ных единиц к акцепторной молекуле сахарозы. Обозначив 








ТАБЛИЦА 11.2 

БАКТЕРИАЛЬНЫЕ ЭКЗОПОЛИМЕРЫ 


Полимер 

Полиглутами¬ 
новая кисло¬ 
та 

Целлюлоза 

Глюкан 

Колановая кис¬ 
лота 

Полиурониды 

Полисахариды 

пневмококков 

Тип II 

Тип III 

Тип XIX 

Тип XXXIV 

Декстраны 

Леваны 


Субъединицы 


Структура 
(если известна) 


Глутаминовая кис¬ 
лота (главным 
образом D -изо- 
мер) 


Глюкоза 


» 


Глюкоза, галакто¬ 
за, фукоза, глю- 
куроновая кисло¬ 
та, пировино¬ 
градная кислота 
Маннуроновая 
кислота, глюку- 
роновая кислота 


Глюкоза, рамноза, 
глюкуроновая 
кислота 

Глюкоза, глюкуро¬ 
новая кислота 

Глюкоза, рамноза, 
Ы-ацетіил-О-ман- 
нозамин, фосфат 

Глюкоза, галакто¬ 
за, рибит, фос¬ 
фат 


Глюкоза (фрукто¬ 
за) 


Фруктоза (глюко¬ 
за) 


А. Экзополипеп¬ 
тиды 

-у-глутамил-у- 

глутамил- 

Б. Экзополисаха¬ 
риды , синтези¬ 
руемые из са- 
харонуклеоти- 
дов 

-р-глюкозил- 

(1->4)-Р-глюко- 

зил- 

-Р-глюкозил- 

(1->~2)-р-глюко- 

зил- 


•(-3-р-глюкуро- 
нил- (1->4)-Р- 
глюкозил)- 


В. Экзополисаха¬ 
риды, синтези¬ 
руемые из саха¬ 
розы 

-а-фруктозил-Р- 
глюкозил- 
(1-^-6)-р-глю- 
козил- 

-Р-глюкозил-а- 
фруктозил- 
(2—►6)-а-фрук- 
тозил- 


Организмы 


Bacillus anthra- 
cis 

В. megaterium 


Acelobacter xy- 
linum 

Agrobacterium 

tumefaciens 

Энтеробактерии 


Pseudomonas 
aeruginosa 
Azotobacter vi- 
nelandii 


Streptococcus 

pneumoniae 


Leuconostoc spp. 
Streptococcus 

spp. 

Pseudomonas 

spp. 

Xantomonas 

spp. 

Bacillus spp. 
Streptococcus 
salivarius 






Рис. 11.29. Образование 
внеклеточных полисаха¬ 
ридов клетками Leuco - 
nos toe mesenteroides. Л. 
Среда с глюкозой. Б. 
Среда с сахарозой. Боль¬ 
шой размер и слизистый 
вид колоний на среде с 
сахарозой вызван интен¬ 
сивным синтезом декст¬ 
рана и его отложением 
вокруг клеток. 


молекулу сахарозы как а-глюкозил-р-фруктоза, можно дать 
следующую схему начальных этапов синтеза левана: 

2а-Глюкозил-Р-фруктоза-> 

->- а-Глюкозил-Р-фруктозил-Р-фруктоза + Глюкоза, 

<%-Глюкозил-р-фруктозил-Р-фруктоза а-Глюкозилф-фруктоза- > 

» 

-► а-Глюкозил-Р-фруктозил-Р-фруктозил-Р-фруктоза -f Глюкоза. 

Таікиім образом, в молекуле левана к терминальному глю- 
козильному остатку присоединена посредством (2—ИЗ) -связи 
цепочка р-фруктози лыных остатков. Синтез декіетраиоів про¬ 
исходит аналогичным образом путем,(последовательного при¬ 
соединения а-глюкозильных единиц к остатку фруктозы ак¬ 
цепторной молекулы сахарозы. Поэтому декстраны содержат 
концевой р-фруктозиліыный остаток. 

Образование декстринов и лаванов, происходящее ібез за¬ 
траты АТФ, необходимого для синтеза сахаронуклеотидных 
предшественников, возможно благодаря сохранению энергии 
гликозидной связи в дисахариде, используемом в качестве 
субстрата. Удлинение цепи осуществляется ів результате 
трансглиікозіилироваіния. По этой причине декстраны и ле¬ 
вая ы не могут синтезироваться из свободных моносахари¬ 
дов; специфическим Субстратом для их синтеза служит са¬ 
хароза. ©следствие этого бактерии, образующие декстраны 
и леваны, .синтезируют эти капсульные вещества только на 
средах, содержащих сахарозу. Колонии таких организмов, 
выращенные в присутствии сахарозы, выглядят совершенно 
иначе, чем их колонии, выращенные в присутствии глюкозы 
119 или других сахаров (рис. 11.29). 
















ТИгутики 


Пили типа Г 


(Salmonella typhimurium) 


(Escherichia coll) 


Форма органеллы Спиральная нить 

диаметром 14 нм 


Прямая нить 
диаметром 7 нм 


Белковая субъединица Флагеллин (мол. вес 40000) 


Пилин (мол. вес 17000У 


Поедполагаемая модель 
сборки субъединиц 
(масштаб не выдержан ) 


Рис. 11.30. Модели, по¬ 
казывающие предпола¬ 
гаемое спиральное рас¬ 
положение белковых 
субъединиц в бактери¬ 
альных жгутиках ( сле¬ 
ва ) и пилях (справа). 





МОЛЕКУЛЯРНАЯ СТРУКТУРА 
ЖГУТИКОВ И ПИЛЕЙ 

Два класса •нитевидных ,поверхностных придатков бакте¬ 
рий— жгутики и пили — объединяет много общих структур¬ 
ных особенностей, хотя они различаются как по функции, 
так и по внешней форме. И те и другие происходят из кле¬ 
точной мембраны и выступают наружу, пройдя через кле¬ 
точную стенку. Их длина может превышать диаметр клетки 
почти в 10 раз. Наружную часть этих оргаиелл можно от¬ 
делить от клетки механическими способами (например, под 
действием гидродинамических сил в гомогенизаторе) и. в 
дальнейшем выделить и очистить. Нити жгутиков и пилей 
состоят из особых белков, называемых флагеллинами и пи - 
120 ликами. При воздействии нагреванием или кислотой на вы* 













Рис. 11.31. Электронная 
микрофотография нега¬ 
тивно окрашенного ли¬ 
зата пурпурной бакте¬ 
рии Rhodospirillum то- 
lischianum (Х181 000). 
Видна базальная струк¬ 


тура изолированного 
жгутика, состоящая из 
базального крючка и при¬ 
соединенных к нему пар¬ 
ных дисков. Другие, ви¬ 
димые в поле зрения 
объекты — фрагменты 


мембранной фотосинте¬ 
зирующей системы. 

[Cohen-Bazire G., Lon¬ 
don J., Basal organelles 
of bacterial flagella, J. 
Bact., 94, 458 (1967).] 



деленные жгутами или стили можно получить белковые субъ¬ 
единицы (мономеры), которые имеют относительно неболь¬ 
шой мол. вес (от 17 000 до 40 000). Изучение (выделенных 
жгутиков и стилей с поімощью электронного' микроскопа и ме¬ 
тодом ^дифракции рентгеновских лучей показало, что белко¬ 
вые мономеры собраны ів спиральные цепи, з акру честные во¬ 
круг полой сердцевины. Отсюда следует, что строение нити 
зависит от свойств составляющих ее белковых субъединиц 
и определяется (размером субъединиц, числом собранных из 
них цепей, а также величиной шага спиралей. Жгутики раз¬ 
ных бактерий -несколько различаются по диаметру (от 12 до 
18 нм) и по форме (т. е. по высоте и шагу спирали 
нити). Пили разных типов заметно различаются по ширине 
(от 4 до 35 нм). Такая незначительная изменчивость в пре¬ 
делах каждого класса органелл, очевидно, отражает разли¬ 
чия в свойствах отдельных флагеллинов и стилистов, обуслов¬ 
ливающих их способность к агрегации. Показано, что еди¬ 
ничная мутационная замена в аминокислотной последова¬ 
тельности флагеллина может приводить к изменению высоты 
и длины волны спирали образующегося из него жгутика. 

На рис. 11.30 схематически изображена предполагаемая 
ультраетруктура довольно подробно изученных нитей двух 
видов: жгутиков Salmonella typhimurium и пилей типа" I 
Escherichia colL 

БАЗАЛЬНАЯ СТРУКТУРА ЖГУТИКА 

При удалении жгутиков и пилей под действием гидродина¬ 
мических ісил эти органеллы разрываются вблизи клеточной 
121 поверхности, следовательно, их базальные структуры при 











Рис. 11.32. Схематическая? 
модель базального конца 
жгутика Е. соіі, осно¬ 
ванная на электронных 
микрофотографиях вы¬ 
деленной органеллы. 
[De Pamphilis М. L., Ad¬ 
ler J., Fine structure and 
izolation of the hook-ba¬ 
sal body complex of fla¬ 
gella from Escherichia 
coli and Bacillus subtilis, 
J. Bact., 105, 384 

(1971).] 


этом не обнаруживаются. Однако использование более мяг¬ 
ких методов разрушения клеток (осмотического лизиса, об¬ 
работки детергентами) позволяет выделить жгутики вместе 
с их интактными базальными структурами. 

Полный жгутиковый аппарат состоит из трех отдельных 
участков. Самый внешний участок — спиральная жгутиковая 
нить постоянной толщины — построен из флагеллина. Вблизи 
клеточной поверхности, нить присоединена к несколько более 
широкому участку, так называемому крючку. Он имеет дли¬ 
ну около 45 him и состоит из какого-то другого вида белка. 
Крючок в свою очередь соединен с базальным тельцем , пол- 
н ость ю л оік а л и зов анн ым вну тр и кл еточно й о болонки 
(рис. 11.31). 

Базальное тельце состоит из небольшого центрального 
стержня, вставленного в систему колец. У грамотрицатель- 
ных бактерий базальное тельце имеет две пары колец 
(рис. 11,32). Внешняя пара (кольца L и Р) размещена на 
уровне внешнего іи внутреннего слоев стенки соответственно; 
их функция, по-видимому, заключается в том, что они слу¬ 
жат втулкой для стержня, проходящего через оба эти слоя 
стенки. Внутренняя пара (кольца S и М) локализована на 
уровне клеточной мембраны: кольцо М либо погружено в 
нее, либо находится непосредственно под ней, тогда как 
кольцо S лежит чуть выше, примыкая, вероятно, к внутрен¬ 
ней поверхности пептіидогликанового слоя (рис. 11.33). 

На жгутиках грамиоложителіьных бактерий имеются толь¬ 
ко нижние (S и М) кольца; очевидно, верхняя пара не явля^ 
^ 22 ет ' оя нео 'бходимой для укрепления стержня, так как он про- 








































Рис. 11.33. Модель, пока¬ 
зывающая предполага¬ 
емые пространственные 
связи между базальной 


структурой жгутика и 
внешними слоями клет¬ 
ки Е. соіі. Размеры даны 
в нанометрах. [De Раш- 


philis М L., Adler J., At¬ 
tachment of flagellar ba¬ 
sal bodies to the cell en¬ 
velope, J. Bact., 105, 
396 (1971).] 



ходит через относительно толстую и гомогенную грамполо- 
жительную стенку. Это различие существенно, поскольку оно 
означает, что для функционирования жгутика достаточно 
только колец S и М. 

СИНТЕЗ ЖГУТИКОВОЙ нити 

При со о тве тству ющи х ф из ико - химически х условіи я х моно¬ 
меры флагеллина могут реагрерировать в опытах in vitro 
с образованием нитей, по своему внешнему виду сходных со 
жгутиками, из которых эти мономеры были получены. Такой 
процесс сборки требует присутствия затравочных структур: 
коротких фрагментов жгутика, к которым могут присоеди¬ 
ниться молекулы флагеллина. Подобные фрагменты обнару¬ 
живают структурную /полярность; с помощью электронной 
микроскопии было показано, что один конец у них закруг¬ 
лен, а другой имеет выеміку. Еели затравочные фрагменты 
пометить антителами против жгутиков, то можно показать, 
что субъединицы флагеллина присоединяются только к кон¬ 
цу с выемкой (рис, 11.34). Для того чтобы выяснить, како¬ 
му концу /интактного жгутика, присоединенного к бактери¬ 
альной клетке, соответствует зазубренный конец фрагмента, 
был поставлен остроумный эксперимент по изучению роста 
жгутиков в клетках Salmonella typhimurium. Добавление к 
ростовой среде аминокислотного аналога /г-фторфенилалани- 
123 на приводит к тому, что клетки 5. typhimurium начинают 
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Рис. 11.34. Схема экспе¬ 
римента, демонстриру¬ 
ющего одновекторный 
рост in vitro бактери¬ 
ального жгутика. 1 — 
срезанный фрагмент жгу¬ 
тика, покрытый антите¬ 
лами против жгутиков 
(2 ); 3 — субъединицы 

флагеллина. 


синтезировать необычные («курчавые»), жгутики с меньшим 
шагом спирали, чем в норме. Если нормальные клетки 
культивируют в течение 2—3 ч в присутствии этого аналога, 
а затем проверяют распределение «курчавости» в их жгути¬ 
ках, то оказывается, что она всегда обнаруживается на ди¬ 
стальном конце жгутика, тогда как его базальные части 
сохраняют обычный шаг спирали. Отсюда следует, что 
удлинение нити жгутика происходит путем присоединения 
новых субъединиц флагеллина к ее верхушке. Маловероятно, 
чтобы субъединицы присоединялись к верхушке растущего 
жгутика после их выделения из клетки и перемещения через 
среду. Скорее всего они синтезируются у основания жгутика 
и передвигаются к месту включения через его полую серд¬ 
цевину. 


МЕХАНИЗМ ДВИЖЕНИЯ ЖГУТИКОВ 

Роль жгутиков как. органов движения бактерий можно проде¬ 
монстрировать в очень простом эксперименте. Если жгутики 
механически отделить от клеток, то последние становятся 
неподвижными. Рост жгутиков быстро возобновляется, при¬ 
чем их нормальное число и длина восстанавливаются при¬ 
близительно за одну генерацию. В процессе роста жгутиков 
клетки сначала обнаруживают лишь вращательное движе¬ 
ние; поступательное движение начинается после того, как 
жгутики достигнут некой критической длины. 

В течение многих десятилетий обсуждался вопрос о спо¬ 
собе, посредством которого бактериальные жгутики приво¬ 
дят клетку в движение, однако лишь недавно были получе¬ 
ны экспериментальные данные, свидетельствующие в пользу 
существования специального механизма. Эти данные,. рас¬ 
смотренные ниже, показывают, что жгутики представляют 
собой пюлужеісткие спиральные роторы, каждый из которых 
вращается вокруг своей длинной оси по часовой стрелке или 
против нее. Движение органелле сообщает через ее осно¬ 
вание жгутиковый «мотор». Предполагается, что он дейст¬ 
вует благодаря вращению колец S и М относительно друг 
друга. Как уже говорилось, кольцо М располагается внутри 
клеточной мембраны или непосредственно под ней. Необхо- 
124 диімо, чтобы кольцо S также было закреплено в структур- 









ном материале, только в этом случае возможно передвиже¬ 
ние клетки за счет вращения двух колец относительно друг 
друга. По всей вероятности, кольцо S соединено с внутрен¬ 
ней поверхностью клеточной стенки. Наличие такой связи 
могло бы объяснить неподвижность протопластов при сохра¬ 
нении у них интактных жгутиков после полного удаления 
лизоцимом бактериальной клеточной стенки. 

Данные в пользу предложенного механизма получены в 
экспериментах с мутантами Е. соіі , утратившими способ¬ 
ность к плавательному движению в результате образования 
у них структурно аномальных жгутиков, У мутантов одного 
типа возникают прямые жгутиковые нити, мутанты другого 
типа вообще не образуют нитей, а их жгутики построены 
из целого ряда крючков, длина которых составляет 1—2 мкм* 
При обработке мутантов антисывороткой против их ано¬ 
мальных жгутиков образуются хлопья, состоящие из кле¬ 
ток, которые связаны друг с другом благодаря комплексам, 
формирующимся между антителами и соответствующими 
жгутиками. Такие связанные клетки вращаются вокруг точ¬ 
ки их соединения со скоростями от 2 до 9 оборотов в секун¬ 
ду. Вращающаяся клетка может модулировать свое движе¬ 
ние тремя способами: путем непрерывного вращения в одном 
надравлении (например, по часовой стрелке), путем оста¬ 
новки и последующего возобновления вращения в том же 
направлении и, наконец, путем изменения направления вра¬ 
щения (например, против часовой стрелки). Хотя эти на¬ 
блюдения касаются вращения клетки, подразумевается, что 
одновременно вращаются и жгутики. В случае мутантов с 
прямыми жгутиками вращение жгутика было показано пря¬ 
мым способом при использовании небольших ша*риков из 
латекса, покрытых антителами, специфичными по отношению 
к жгутикам. Некоторые из "таких шариков, добавленных в 
суспензию неподвижных клеток, присоединялись к жгути¬ 
кам на расстоянии 1 —2 мікм от поверхности клетки, при 
этом было видно, что они очень быстро вращаются. 

Эти наблюдения наводят на мысль, что крючок жгутика 
приводится во вращение расположенным под ним .мотором, 
после чего движение передается жгутиковой нити. По-види¬ 
мому, клетка обладает способностью изменять как скорость, 
так и направление вращения, а также частоту остановок и 
пусков. Бактерии с іперитрихальным жгутикованием переме¬ 
щаются на небольшие расстояния по прямым линиям, при¬ 
чем это движение периодически прерывается внезапными и 
случайными изменениями направления пути — так называе¬ 
мыми кувырканиями. Недавние наблюдения показали,, что 
спокойное (плавание клеток в фиксированном направлении 
осуществляется путем равномерного вращения жгутиков про¬ 
тив часовой стрелки (если смотреть на жгутик вдоль его 
125 оси вращения по направлению к клетке). Кувыркания про- 






Рис. 11.35. Механизм так 
называемой «аргинин- 
дигидролазной» реак¬ 
ции, с помощью которой 
происходит образование 
АТФ путем субстратно¬ 
го фосфорилирования. 


исходят в тот момент, когда жгутик начинает вращаться в 
обратную сторону— іпю часовой стрелке. 

Политрихальные іполяріньге пучки жгутиікоів у спирилл 
имеют достаточную толщину, чтобы различить их при фазо- 
ао -ікон тр асты ом ім икроскоіпи р об а»нии. Во время іапоіко -иного 
плавания клетки оба полярных пучка жгутиікоів вращаются 
в одинаковом направлении. Спириллы никогда не кувырка - 
ютсія; перемена ів направлении движения достигается ревер¬ 
сией вращения пучка жгутиікоів, что. приводит к изменению 
направления пути точно на 180°. Мех ано х иім ич еак а я основа 
работы жгутикового мотора не известна. Однако существует 
много данных, указывающих на то, что эта работа зависит 
прямо (или, что более вероятно, косвенно) от непрерывной 
генерации клеткой АТФ * 1 . Подобно' другим подвижным бак¬ 
териям, являющимся облигатными аэробами, флуоресцирую¬ 
щие псевдомонады становятся неподвижными сразу же, как 
только запас кислорода во влажном препарате оказывается 
исчерпанным. Однако подвижность флуоресцирующих псев¬ 
домонад может поддерживаться и после исчерпания кислоро¬ 
да, если их обеспечить аминокислотой L -аргииином. Клетки, 
подвижность которых индуцирована аргинином в анаэроб¬ 
ных условиях, двигаются медленнее, чем клетки, находящие¬ 
ся в аэробных условиях. Их Подвижность восстанавливается 
через несколько секунд после того, как они перестали дви¬ 
гаться вследствие истощения запасов кислорода. Такая инду¬ 
цированная подвижность обусловлена способностью флуорес- 
ци ру ющ и х піс евдомонад кат а ли зи ров а ть неокис л и те ліьно е 
превращение аргинина в ори и тин, сопровождаемое синтезом 
АТФ (рис. 11.35). 

ХЕМОТАКСИС ПОДВИЖНЫХ БАКТЕРИЙ 

В суспензии жгутиковых бактерий клетки находятся обычно 
в состоянии непрерывного, но хаотического движения. Од¬ 
нако при создании в популяции бактерий градиентов неко- 


1 Имеются данные о том, что движение жгутиков осуществляется бла- 
л годаря генерации трансмембранного электрохимического потенциала [Ску- 

1^0 лачев В. П., FEBS Lett., 1, 74 (1977)]. — Прим. ред. 





Рис. 11.36. Реакции аэро¬ 
таксиса у подвижных 
бактерий (по Бейерин- 
ку). Суспензии различ¬ 
ных бактерий были по¬ 
мещены на предметные 
стекла и накрыты по¬ 


кровными стеклами. А. 
Аэробные бактерии скап¬ 
ливаются вблизи краев 
покровного стекла, где 
концентрация кислорода 
наибольшая. Б. Микро- 
аэрофильные бактерии 


сосредоточиваются на 
некотором расстоянии 
от края. В. Облигатные 
анаэробы собираются в 
центральной зоне, почти 
лишенной кислорода. 



торых химических веществ клеши мигрируют и скаплива¬ 
ются в той части градиента, в которой концентрация данного 
вещества оказывается для них оптимальной. Некоторые ве¬ 
щества, вызывающие ответную реакцию клеток (главным 0 , 6 - 
разом пищевые субстраты), действуют как атрактанты в том 
смысле, что клетки скапливаются в области более высокой 
концентрации этого вещества. Другие (большей частью ток¬ 
сичные) вещества действуют как репелленты, т. е. клетки 
избегают районов высокой концентрации этих веществ и со¬ 
бираются в той части градиента, где их концентрация наи- 
• меньшая. Такое поведение называют хемотаксисом. Для раз¬ 
ных бактерий специфические вещества, вызывающие ответ¬ 
ные реакции, неодинаковы, и каждый вид характеризуется 
своим особым химическим спектром. 

У большинства подвижных бактерий молекулярный кисло¬ 
род вызывает ответные реакции так называемого аэротакси¬ 
са. Картины распределения бактериальных клеток, обуслов¬ 
ленного аэротаксисом, можно легко наблюдать во влажных 
препаратах, где градиент кислорода устанавливается за счет 
его диффузии, направленной от краев покровного стекла к 
центру препарата. Большая часть облигатных аэробов скап¬ 
ливается у краев покровного стекла, в то время как спирил¬ 
лы, относящиеся к микроаэрофилам, собираются в виде уз¬ 
кой полосы на некотором расстоянии от них. Для подвижных 
облигатных анаэробов кислород является репеллентом, и они 
сосредоточиваются в центре влажного препарата, где кон¬ 
центрация кислорода наименьшая (рис. 11.36). 

Адлер (J. Adler) с сотрудниками детально изучили реак¬ 
ции хемотаксиса у клеток Е. соіі на органические соедине¬ 
ния (сахара и аминокислоты). Их исследования показали, 
что далеко не все соединения, которые могут служить пита¬ 
тельными веществами, играют роль атрактантов. Например, 
дисахарид мальтоза — атрактант, а дисахарид лактоза (тоже 
127 хороший субстрат) не обладает таким свойством, хотя про- 











дуікты его расщепления (глюкоза и ігалаіктоза) представляют 
собой атраіктанты. И наоборот, аминокислота серин — силь¬ 
нодействующий атр актант, а пируіват, первый образующийся 
из него продукт, таковым не является. Соединения, дейст¬ 
вующие каік атр актанты, не обязательно подвергаются ме¬ 
таболизму; например, D -іфукоза — неметаболизируемый ана¬ 
лог D -галактозы —почти таікой же хороший атрактант, ікаік 
и галактоза. Для систематического изучения реакций Е. coli 
на сахара и аминокислоты использовались мутанты, не спо¬ 
собные метаболизировать или узнавать атраіктанты. Прово¬ 
дилось также изучение конкуренции между различными ат- 
рактантами. Эти исследования привели к идентификации 
11 отдельных хеморецепторов, наждый из которых способен 
вызывать ответную реакцию на некоторые специфические со¬ 
единения (табл. 11.3). Установлено, что в роли рецепторных 

ТАБЛИЦА 11.3 

ХЕМОРЕЦЕПТОРЫ КЛЕТОК ESCHERICHIA COLI ДЛЯ САХАРОВ 
И АМИНОКИСЛОТ И ИХ СПЕЦИФИЧНОСТЬ 


Название 

хеморедептора 

Узнаваемые вещества 
(в порядке уменьшения 
чувствительности) 

Вещества, узнаваемые 
более чем одним 
рецептором 

Аспартатный 

Ь-аспартат>Ь-глу- 

тамат>Ь-метио- 


Сериновый 

нин 

L -серин > Г лицин > 
>>Ь-аланин 

Аспарагин, цистеин 

Глюкозный 

Галактозный 

D -глюкоза, D -манно- 
за 

D -галактоза, D -глюко- 
за>Э-фукоза> 
>Ь-арабиноза> 
>0-ксилоза> 
>Ь-сорбоза 

D -глюкозамин 
2-дезокси-0-глюкоза, 
метил-а-О-глюко* 
зид, метил -p-D- 

глюкозид 

Фруктозный 

Маннитный 

Рибозный 

Сорбитный 

Трега лозный 

D -фруктоза 

D -маннит 

D -рибоза 

D -сорбит 

Трегалоза 


N -ацетил-глюкоз- 

аминиый 

Мальтозный 

ІМ-ацетил-О-глюкоз- 

амин 

Мальтоза 



молекул для галактозы и мальтозы выступают связывающие 
белки (см. стр. 65), специфичные для данных сахаров и 
локализованные в периплазме клетки. Мутанты, утратившие 
128 один из этих связывающих белков, теряют способность реаги- 








ровать на соответствующий сахар. Хеімо рецепторы служат 
то лыко градиент-чувствительными устройствами и прямо не 
связаны с органами движения, так как утрата в результате 
мутации специфических хемо рецепторов не нарушает по¬ 
движности клеток. 

В связи с бактериальным хемотаксисом возникает вопрос: 
каким образом такие мелкие организмы определяют концен¬ 
трационные различия химических градиентов на расстоянии 
длины отдельной клетки (2—3 мкм)? Недавние эксперимен¬ 
ты показали, что на самом деле бактерия не производит не¬ 
посредственного пространственного сравнения концентраций 
атрактанта на двух концах клетки. Вместо этого она исполь¬ 
зует временную градиент-чувствителыную систему, т. е. в не¬ 
котором роде ячейку «памяти», позволяющую клеше срав¬ 
нить настоящую и прошлую концентрации вещества за ко¬ 
роткий период времени. Время затухания в системе 'памяти 
составляет многие секунды. Таким образом, если бактерия 
проплывает расстояние в 30 мкм за 1 с, а ее память имеет 
время затухания, равное 60 с, она может сравнивать концен¬ 
трации вещества на расстоянии около 1,8 мм, что почти в 
1000 раз превышает длину ее тела. При этом требуется на 
несколько порядков меньшая точность, чем та, которая была 
бы необходима при использовании системы непосредственно¬ 
го пространственного определения концентрации. 

Наконец, мы должны рассмотреть вопрос о том, каким 
образом бактерия, используя информацию, полученную с по¬ 
мощью такого зависимого от времени процесса, перемещает¬ 
ся в направлении более высокой концентрации атрактанта. 
По-видимому, механизм такого перемещения (по крайней 
мере у Е. соіі и родственных бактерий) основан на частоте, 
кувырканий клетки, другими словами, на частоте, с которой 
направление вращения жгутикового мотора изменяется на 
про тивіопо ложное. Бактерия, плывущая в направлении воз- 
р астани я концен тр ации а тр акт ант а, восприн им а ет по ложи - 
тельный временной градиент и кувыркается с меньшей час¬ 
тотой, чем обычно. В то же время бактерия, плывущая в 
направлении снижения концентрации атрактанта и воспри¬ 
нимающая отрицательный временной градиент, кувыркается 
чаще обычного. Так как каждое кувыркание вызывает слу¬ 
чайное изменение направления движения, в итоге клетка, 
находящаяся в градиенте, большую часть времени плывет 
в сторону повышения градиента, а не наоборот: отсюда ха¬ 
рактерная миграция бактерий в область более высокой кон¬ 
центрации атрактанта. 

ФОТОТАКСИС ПУРПУРНЫХ БАКТЕРИЙ 

Подвижные пурпурные бактерии могут реагировать на гра¬ 
диент интенсивности света — явление, известное как фото- 
129 таксис. Такое поведение можно легко продемонстрировать, 
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Рис. 11.38. Картина рас¬ 
пределения обладающих 
фототаксисом пурпур¬ 
ных бактерий при осве¬ 
щении влажного препа¬ 
рата светом, получен¬ 
ным в результате разло¬ 
жения белого света. 
Клетки собираются в тех 
участках спектра, кото¬ 


рые соответствуют лини¬ 
ям поглощения участву¬ 
ющих в фотосинтезе хло¬ 
рофилла и каротиноидов. 
Участки спектра рядом с 
длиной волны 500 нм, в 
которых наблюдается от¬ 
носительно слабое скоп¬ 
ление клеток, соответст¬ 
вуют положению полос 


Рис. 11.37. Схема дейст¬ 
вия «световой ловушки». 
Пунктирная линия пока¬ 
зывает траекторию пур¬ 
пурной бактерии в тем¬ 
ном поле с единствен¬ 
ной освещенной обла¬ 
стью, изображенной бе¬ 
лым кружком. 


поглощения каротинои¬ 
дов; скопления клеток 
при 590, 800, 850 и 
900 нм соответствуют 
положениям полос пог¬ 
лощения хлорофилла. 
[Buder J., Zur Biologie 
des Bakteriopurpurins und 
der Purpurbakterien, 
Jahrb. wiss. Botan., 58, 
525 (1919).] 



(проектируя узкий пучок яркого света па 'слабо освещенную 
ів остальных участках суспензию подвижных пурпурных бак¬ 
терий, ів которой клетки распределены равномерно и дви¬ 
жутся беспорядочным образом. За 10—30 мин большая 
часть популяции собирается в ярком пятне, действующем 
как «световая ловушка». Механизм такого перемещения по¬ 
казан на рис. 11.37. Плавающая клетка попадает в световое 
пятно за счет случайного движения. Попав в него однажды, 
она не в состоянии его покинуть вследствие двигательного 
шока (т. е. внезапного изменения направления перемеще¬ 
ния), возникающего каждый раз, когда она пересекает рез¬ 
кий градиент интенсивности света, отделяющий ярко осве¬ 
щенное піятно от окружающей его более темной области. 

Бели влажный препарат подвижных пурпурных бактерий 
освещать не белым светом, а светом, разложенным в спектр 
в результате пропускания его через призму, то при фокусирова¬ 
нии лучей на препарате клетки быстро собираются в полосах, 
соответствующих основным максимумам поглощения іпиг- 
130 ментных систем этих бактерий, участвующих в фотосинтезе 









(рис. 11.38). Точное количественное определение относитель¬ 
ной эффективности различных длин іволн, вызывающих фото¬ 
таксис, показало, что спектр действия фототаксиса пурпур¬ 
ных бактерий точно соответствует спектру действия фото¬ 
синтеза^ 

ОСОБЫЕ ОРГАНЕЛЛЫ ПРОКАРИОТ 

Как уже упоминалось, большинство прокариот не образует 
внутриклеточных органелл, ограниченных элементарными 
мембранами; единственным возможным исключением явля¬ 
ются тилаікоиды, вмещающие фотосинтезирующий аппарат 
цианобактерий. Однако у прокариот имеются три класса 
органелл, окруженных мембранами (которые отличаются от 
элементарной мембраны и состоят, по-видимому, из белка). 
Это газовые пузырьки, хлоробиум-везикулы и карбоксисомы 
(полиэдральные тела). 

ГАЗОВЫЕ ПУЗЫРЬКИ 
И ГАЗОВЫЕ ВАКУОЛИ 

Поскольку плотность клеток несколько выше плотности во¬ 
ды, в водной среде они оседают со скоростью, зависящей от 
их размера. Противодействием этому процессу служит актив¬ 
ное передвижение клеток, направленное против силы грави¬ 
тации. Однако многие водные прокариоты (табл. Ы.4) вы- 

ТАБЛИЦА 11.4 

РАСПРОСТРАНЕНИЕ ГАЗОВЫХ ВАКУОЛЕЙ У ВОДНЫХ ПРОКАРИОТ 


А. Фототрофы 


Б. Хемотрофы 


Пурпурные серные бактерии: Lamprocystis, Thio - 
dictyon, Thiopedia, Amoebobacter 
Зеленые бактерии: Pelodictyon, Clathrochloris 
Цианобактерии: Microcystis, Spirulina (некоторые 
виды), Oscillatoria (некоторые виды), Pseudo - 
anabaena, Anabaena (некоторые виды), Cloeotri- 
chia (некоторые виды), Tolypothrix (некоторые 
виды) 


Halobacterium 

Microcyclus 

Pros the cornier ob ium 

Ancalomicrobium 

Pelonema 

Thiothrix 


работали иной способ противодействия силе гравитации: их 
клетки содержат наполненные газом структуры, называемые 
газовыми вакуолями (аэросомами). В световом микроскопе 
газовые вакуоли выглядят как образования, сильно прелом¬ 
ляющие свет и не имеющие четких очертаний (рис. 11.39). 
Если на та,кие клетки воздействовать внезапным и резким 
увеличением гидростатического давления, то газовые вакуо¬ 
ли сжимаются, в результате чего клетки утрачивают плаву- 
131 честь и уже не так сильно преломляют свет (рис. 11.40). 


9 * 









Рис. 11.39. Микрофото¬ 
графии нитей цианобак¬ 
терий, содержащих газо¬ 
вые вакуоли, в светлом 
поле (Л) и при фазово¬ 
контрастном освеще¬ 
нии (Б). Нити той же| 


самой культуры, в кото¬ 
рых газовые вакуоли бы¬ 
ли сжаты под действием 
давления; сфотографи¬ 
рованы в светлом поле 
(В) и при фазово-конт- 
Ірастном освещении (Г). 


Пустые клетки — гете¬ 
роцисты, которые никог¬ 
да не содержат газовых 
вакуолей. [Walsby А. Е., 
Structure and function of 
gas vacuoles, Bact. Revs., 
36, 1 (1972).] 



С помощью электронной микроскопии было показано, что га¬ 
зовые вакуоли— это сложные органеллы, состоящие из пе¬ 
ременного количества индивидуальных газовых пузырьков 
(рис. 11.41). Каждый газовый пузырек представляет собой 
полый цилиндр с конусообразными концами, имеющий диа¬ 
метр 75 нм и длину 200—1000 нм. Пузырьки окружены слоем 
белка толщиной 2 нм и собраны в регулярные ряды субъеди¬ 
ниц («ребер»), уложенных под прямым углом к их длинной 
оси (рис. 11.42). 

Так как газовые пузырьки обеспечивают сохранение за¬ 
полненного газом пространства внутри клетки, первоначаль¬ 
но предполагали, что ограничивающая, их мембрана непро¬ 
ницаема для газов. Однако Уолісби (А. Walsby) показал, что 
132 через згу мембрану свободно проходят все обычные газы 





Рис. 11.40. Влияние рез¬ 
кого повышения гидро¬ 
статического давления 
на светорассеяние и пла¬ 
вучесть суспензии циано¬ 
бактерий, содержащих 
газовые вакуоли. Давле¬ 


ние было приложено к 
суспензии во флаконе, 
расположенном слева, 
суспензия во флаконе 
справа обработке не 
подвергалась. А. Вид 
суспензий непосредст¬ 


венно после приложений 
давления. Б. Вид суспен¬ 
зий через несколько ча¬ 
сов. [Walsby А. Е., 
Structure and function of 
gas vacuoles, Bact. Revs.*, 
36, 1 (1972).] 





Рис. 11.41. Электронная 
микрофотография ульт- 
ратонкого среза клетки 
Oscillatoria (Х25 800). 
Видны расположенные 
внутри клетки цилинд¬ 
рические газовые пузырь¬ 
ки, из которых состоят 
газовые вакуоли. (Фото 
предоставлено Жерме- 
ной Коэн-Базир.) 


(рис. 11.43). Поэтому в пузырьках газ не может «и запасать¬ 
ся, ніи накапливаться; состав и давление газа в пузырьке 
зависят от количества газов, растворенных в окружающей 
среде. Вода т внутренней части пузырьков удаляется в про- 
ІЗЗцесюе их образования и роста. Этот вывод подтверждается 









Рис. П.42. Электронная 
микрофотография очи¬ 
щенных газовых пузырь¬ 
ков, выделенных из 
клеток Oscillatoria и 


негативно окрашенных 
ацетатом уранила 

( X ЮЗ 000). Пузырьки 
все еще наполнены га¬ 
зом. Видна упорядочен¬ 


ная тонкая структура 
стенки пузырьков. (Фо¬ 
то предоставлено Жер- 
меной Коэн-Базир.) 




Рис. 11.43. Л. Выделе¬ 
ние газа двумя суспен¬ 
зиями цианобактерий в 
ответ на внезапное сни¬ 
жение давления окружа¬ 
ющей газовой фазы. Обе 
суспензии идентичны, за 
исключением того, что 
одна из них (1) содер¬ 
жит газовые вакуоли, а 
в другой (2) они были 
сжаты под действием 
давления до начала дан¬ 
ного эксперимента. Б. 
Поглощение газа теми 
же суспензиями после 
быстрого возврата дав¬ 
ления в окружающей 
газовой фазе к атмосфер¬ 
ному. Разница б соот¬ 
ветствует объему газа, 
заключенного внутри ва¬ 
куолей. [Walsby А. Е., 
Structure and function 
of gas vacuoles, Bact. 
Revs., 36, 1 (1972).] 


тем фактом, что после шлюіщшаяия под действием давле¬ 
ния пузырьки не восстанавливаются; клетка может (воспро¬ 
изводить заполненные газом пузырьки только путем образо¬ 
вания этих структур de novo. 

По-видимому, в сохранении газовой фазы внутри пузьирь- 
ков важную роль играют два фактора. Один из них^—это 
1 34 структурная прочность окружающей пузырьки белковой мем- 







Рис. 11.44. Схема?, на ко¬ 
торой показаны виды 
давлений, действующих 
на стенку газового пу¬ 
зырька в клетке: 1 —- 
атмосферное давление; 
2 — гидростатическое 

давление; 3 — тургор¬ 
ное давление; 4 — дав¬ 
ление поверхностного на¬ 
тяжения клеточной стен¬ 
ки; 5 — давление по¬ 
верхностного натяжения 
стенки пузырька; 6 — 
давление газа в вакуо¬ 
ли. 

бравы, которая должіна быть способна противостоять всем 
гадам давления, действующим иа нее в норме (рис. 11.44). 
Другим фактором является химическая природа мембранно¬ 
го белка. Его наружная поверхность имеет отчетливо гидро¬ 
фильный характер и легко ісмачив-ается водой, в то же вре¬ 
мя его внутренняя поверхность должна быть сильно гидро¬ 
фобной, чтобы вода не могла проникать внутрь пузырьков и 
накапливаться там. 

Как показано в табл. 11.4, газовые вакуоли встречаются 
у прокариотических организмов, заметно различающихся в 
метаболическом и физиологическом отношениях. Эти орга¬ 
низмы сходны только в акологическом плане: все они явля¬ 
ются водными обитателями. Поэтому можно не сомневать¬ 
ся, что газовые вакуоли у обладающих ими организмов вы¬ 
полняют роль регуляторов плавучести, позволяя клетке за¬ 
нимать в слое воды оптимальное для метаболической актив¬ 
ности положение относительно интенсивности света, концен¬ 
трации растворенного кислорода или содержания питатель¬ 
ных веществ. 

ХЛОРОБИУМ - ВЕЗИКУЛЫ 

У одной из групп фотосинтезирующих прокариот — зеленых 
бактерий—фотосинтезирующий аппарат имеет характерную 
внутриклеточную локализацию: он размещается в ряде си¬ 
гарообразных пузырьков, образующих кортикальный слой, 
лежащий непосредственно под клеточной мембраной, но фи¬ 
зически от нее отделенный (рис. 11.45). Эти структуры ши¬ 
риной 50 нм и длиной 100—150 нм окружены однослойной 
мембраной толщиной 3—5 нм. Их можно обнаружить только 
методом электронной микроскопии (рис. 11.46). В них со¬ 
держатся все пигменты, участвующие в фотосинтезе. В изо¬ 
лированных поврежденных пузырьках видны мелкие субъеди¬ 
ницы шириной около 10 нм с центральной полостью; вероят¬ 
но, это —структуры фотосинтезирующего аппарата. Таким 
образом, зеленые бактерии занимают уникальное положение 
135 среди фототрофных организмов благодаря тому, что их фото- 












Рис. 11.45. Электронная 
микрофотография ульт- 
ратонкого среза зеленой 
бактерии Pelodictyon, по¬ 
казывающая связь хло- 


робиум-везикул (1) с 
другими частями клетки 
(Х81 800). 2 — клеточ¬ 
ная стенка; 3 — клеточ¬ 
ная мембрана; 4 — ри¬ 


босомы; 5 — нуклео- 
плазма. (Фото предо¬ 
ставлено Жерменой Ко- 
эн-Базир.) 



Рис. 11.46. Электронная 
микрофотография хло- 
робиум-везикул, выде¬ 
ленных из клеток Chlo - 
robium thiosulfatophilum 
и негативно окрашен¬ 
ных фосфовольфрама- 
том (Х68 000). Обрати¬ 
те внимание на включе¬ 
ния внутри пузырьков 
(/). (Фото предоставле¬ 
но д-ром Д. Л. Круде- 
ном.) 



синтезирующий аіпіпарат не «ключей в систему элементарной 
мембраны 1 . 


КАРБОКСИСОМЫ 
(ПОЛИЭДРАЛЬНЫЕ ТЕЛА) 

Ряд фотосинтезирующих (цианобактерии, некоторые пурпур¬ 
ные бактерии) и хемолитотрофных (нитрифицирующие бак¬ 
терии, тиобаниллы) бактерий содержит структуры, называе¬ 
мые полиэдральными телами , шириной 50—500 him, имеющие 
контур многоугольника. Их гранулярное содержимое оікруже- 

1 Сейчас показано, что в пузырьках у зеленых бактерий находится 
только часть пигментов, выполняющая, видимо, функцию антенны. Другая 
, часть фотосинтезирующего аппарата, включая реакционные центры, лока- 
1 лизована в клеточной мембране. — Прим. ред. 












Рис. 11.47. Электронная 
микрофотография среза 
клетки Thiobacillus, со¬ 
держащей многочислен¬ 
ные карбоксисомы (1). 
2 — нуклеоплазма. [Shi- 
veley J. М., Ball F. L., 
Kline B. W., Electron 
microscopy of the carb- 
oxysomes (polyhedral bo¬ 
dies) of Thiobacillus nea- 
politanus, J. Bact., 116, 
1405 (1973).] 



Рис. 11.48. Электронные 
микрофотографии очи¬ 
щенных карбоксисом из 
клеток Thiobacillus и 
выделенного из них фер¬ 
мента рибулозодифос- 
фаткарбоксилазы (встав¬ 
ка). (Негативное окра¬ 
шивание, XI08 000.) 
[Shiveley J. М., Ball 
F. L., Brown D. Н., Sa¬ 
unders R. Ё., Functional 
organelles in procariotes: 
polyhedral inclusion (car- 
boxysomes) of Thiobacil¬ 
lus tieapolitanus. Science, 
182, 584 (1973).] 


но однослойной .мембраной толщиной около 3,5 нм 
(рис. 11.47). Такие структуры, івы де ленные недавно из кле¬ 
ток в изолированном виде (рис. 11.48), содержат большую 
часть клеточной рибулозодифосфажарібокеилазы (карбокси- 
диіемутазы)' —ключевого фермента процесса фиксации С 0$ 
в цикле Кальвина — Бенсона. Они называются также кар- 
боксисомами и, по-видимому, являются местом фиксации 
С0 2 у этих автотрофных прокариот. 

ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ ЗАПАСНЫЕ 
ВЕЩЕСТВА ПРОКАРИОТ 

У прокариотических организмов встречаются различные внут¬ 
риклеточные запасные вещества, которые часто выявляются 
137 в виде гранулярных цитоплазматических включений. 







БЕЗАЗОТИСТЫЕ ОРГАНИЧЕСКИЕ 
ЗАПАСНЫЕ ВЕЩЕСТВА 

Среди прокариотических организмов широко распространены 
два химически различных типа безазотистык органических 
запасных веществ, каждый из (которых может служить внут¬ 
риклеточным источником углерода или энергии (табл. 11.5). 
К ним относятся полисахариды, содержащие глюкозу (а-1,4- 
гл юканы), таікие, как .кр - ажм»ал и гликоген, а также полиэфир 
р-оікоимаеляной кислоты — поли-р-оксимасляная кислота. 
Первый класс полимеров встречается в качестве резервных 
веществ также и у многих эукариотических организмов, тог¬ 
да как поли-р-оксимасляная кислота найдена исключительно 
у прокариот. Прокариоты не запасают нейтральных жиров, 
откладываемых как запасные вещества эукариотами: следо¬ 
вательно, поли-р-оксимасл'яную кислоту можно рассматри¬ 
вать как эквивалент этого типа запасного материала у про¬ 
кариот. 

Общим правилом является образование каждым видом 
только одного типа резервного материала. Так, многие бак¬ 
терии кишечной группы, а также анаэробные апорообразую- 

ТАБЛИЦА 11.5 

РАСПРОСТРАНЕНИЕ У ПРОКАРИОТ БЕЗАЗОТИСТЫХ ОРГАНИЧЕСКИХ 
ЗАПАСНЫХ ВЕЩЕСТВ 1 


A. Гликоген 

Цианобактерии (большинство представителей) 

Энтеробактерии (большинство родов, за исключением перечисленных 
в пункте Б) 

Спорообразующие бактерии: многие виды Bacillus и Clostridium 
Б. Поли-р-оксибутират 

Энтеробактерии: роды Beneckea и Photobacterium 
Pseudomonas (многие виды) 

Группа азотобактера (Azotobacter, Beijerinckia , Derxia) 

Rhizobium 

Moraxella (некоторые виды) 

Spirillum 

Sphaerotilus 

Bacillus (некоторые виды) 

B. Гликоген и поли-р-оксибутират 

Цианобактерии (несколько видов) 

Пурпурные бактерии 

Г. Запасные вещества не обнаружены 

Зеленые бактерии 2 
Pseudomonas (многие виды) 

Acinetobacter 


1 Этот список неполный и включает только те группы, в которых проводилось 
систематическое изучение запасных веществ. 

138 2 У зеленых бактерий обнаружена полиглюкоза (глюкан). — Прим. ред. 









Рис. 11.49. Образование 
и. использование полиф- 
оксимасляной кислоты в 
клетках Bacillus /negate - 
гіит (фазовый контраст, 
Х2200). Л. Клетки вы¬ 
ращены при высокой кон¬ 
центрации глюкозы и аце¬ 
тата. Все клетки содер¬ 
жат одну или большее 
число гранул поли-|3-ок- 
симасляной кислоты 
(светлые зоны). Б. Клет¬ 
ки той же культуры пос¬ 
ле инкубации* в течение 
24 ч с источником азо¬ 
та в отсутствие внешне¬ 
го источника углерода. 
Почти все гранулы по¬ 
лимера исчезли. (Фото 
предоставлено Дж. Уил¬ 
кинсоном.) 


щие бактерии ( Clostridium ) синтезируют только гликоген 
или крахмал, в то время как многие виды Pseudomonas , 
Azotobacter, Spirillum и Bacillus в качестве запасного веще¬ 
ства образуют только іполи-р-оіисибутират. Однако некото¬ 
рые бактерии могут синтезировать оба типа резервных ма¬ 
териалов, что характерно, в частности, для пурпурных бак¬ 
терий. Наконец, следует отметить, что ряд бактерий (напри¬ 
мер, флуоресцирующие виды рода Pseudomonas) вообще не 
образует специфических без азотистых. органических запас¬ 
ных веществ. 

Резервные полисахариды бактерий откладываются более 
или менее равномерно по всей цитоплазме. Эти участки не 
видны в световом микроскопе, но их можно обнаружить с 
помощью электронного микроскопа. Наличие больших коли¬ 
честв таких запасов в клетках можно установить путем об¬ 
работки клеток раствором иода в йодистом калии, который 
окрашивает неразветвленные полимеры глюкозы (например, 
крахмал) в темно-синий цвет, а разветвленные (такие, как 
гликоген) — в красно-коричневый. Однако отложения поли- 
(3-оксибутирата легко различимы в световом микроскопе в 
виде разбросанных по клетке преломляющих гранул разного 
размера. Они специфически окрашиваются судаковым чер¬ 
ным, подобно отложениям нейтральных липидов у других 
организмов. По этой причине гранулы поли-[3-оксибутирата 
у бактерий иногда неправильно принимали за отложения 
жира. 

Как правило, в активно растущих клетках наблюдается 
относительно низкое содержание этих запасных веществ. Они 
139 накапливаются в больших количествах лишь в тех клетках, 
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Рис. 11.50. Реакции, участвую¬ 
щие в синтезе и расщеплении 
поли-р-оксибутирата у бакте¬ 
рий. 
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которые испытывают недостаток в азоте, но располагают до¬ 
ступным углеродсодержащим источником энергии. В таких 
условиях синтез нуклеиновых кислот и белка заторможен и 
большая часть ассимилированного углерода превращается 
в запасные вещества, количества которых могут достигать 
50% сухой массы клетки. Если такие клетки лишить внеш¬ 
него источника углерода и снабдить подходящим источни¬ 
ком азота (інаприімер, NH 4 C1), запасные вещества начинают 
использоваться для 'синтеза нуклеиновых кислот и белка 
(рис. 11.49). По существу, образование глкжанов или поли- 
р-оікоибутирата служит способом накопления запаса углеро¬ 
да в осмотически инертной форме. В случае синтеза поли- 
(З-оксибутирата это также является способом нейтрализации 
кислого метаболита , поскольку в результате образования 
сложноэфирных связей между субъединицами полимера кар¬ 
боксильная группа р-оіксимаеляной кислоты элиминируется. 
Таким образом, клетка может вместить большой запас этих 
материалов, тогда как накопление внутри клетки эквива¬ 
лентного количества свободной глюкозы или р-оіксимаісляіной 
кислоты привело бы к катастрофическим физиологическим 
последствиям. 

Накопление и последующее повторное использование за¬ 
пасов углерода осуществляется особым ферментативным ап¬ 
паратом, находящимся под строгим регуляторным контро¬ 
лем. Поли-р-онсибутират образуется в результате ответвле¬ 
ния метаболического пути синтеза жирных кислот (рис. 11.50). 
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Природные гранулы полимера связаны со сложной системой 
его деградации. В нативных гранулах полимер не может 
расщепляться до тех пор, пока не произойдет «активация» 
гранул с помощью фермента, нуждающегося в ионах Са 2 + и 
относящегося, вероятно, к протеолитическим ферментам, так 
как его действие может имитировать трипсин. Активирован¬ 
ные гранулы подвергаются воздействию деіполимеразы, гид¬ 
ролизующей полимер до димерных эфиров, которые затем 
превращаются специфической дим ер азо й в свободную р-онси- 
маеляную кислоту. Существенной особенностью этой системы 
является то, что деполимераза не способна гидролизовать 
химически очищенный полимер ; единственный субстрат, (ко¬ 
торый она может расщеплять, — это активированные гранулы 
полимера. Даже относительно мягкие воздействия на натив¬ 
ные гранулы полимера (например, замораживание и оттаи¬ 
вание) могут препятствовать их расщеплению внутриклеточ¬ 
ной системой деградации. 

Бактериальный синтез гликогена инициируется образова¬ 
нием АДФ-глюкозы из глюкозо-1 -фосфата и АТФ в резуль¬ 
тате действия фермента глюкозопирофосфорилазы: 

АТФ + Г-1-Ф *=*гАДФ-глюкоза + ® -© 


•что сопровождается переносом глюко зильного остатка на ак¬ 
цепторную молекулу а-1,4-глюкана, осуществляемым глико¬ 
генсинтетазой. Расщепление гликогена, которое происходит 
под действием гликогенфосфорилазы, приводит к образова¬ 
нию глюкозо-1-фосфата (рис. 11.51). 

Синтез гликогена у прокариот регулируется на уровне 
АД Ф -глюкозой и роф осфори л а з ы, ал л осте р ич ееікопо ф ерм ент а, 
который ингибируется АМФ, АДФ или неорганическим фос¬ 
фатом и активируется промежуточными продуктами дисси¬ 
миляции углеводов, такими, как пируват, фруктозо-6-фосфат 
и фруктозо-1,6-дифосфат. По механизму и месту регуляции 
синтез гликогена у прокариот напоминает синтез крахмала 
у водорослей и высших растений. Он отличается от синтеза 
141 гликогена дрожжами и млекопитающими, у которых субстра- 









Рис. 11.52. Электронная 
микрофотография сре¬ 
за одноклеточной циано¬ 
бактерии, содержащей 
гранулы цианофицина 
(/) (Х28 800). (Фото 

предоставлено д-ром Мэ¬ 
ри Меннес Аллен.) 


том синтеза служит УДФ-глюкоз а, ів то время как аллосте¬ 
рическая 'регуляция происходит на уровне глиікогенеиінтета- 
зы, а не АДФ-глюкозоіпирофО'Офорилазы. 

АЗОТСОДЕРЖАЩИЕ 

ЗАПАСНЫЕ ВЕЩЕСТВА 

Как правило, прокариоты не образуют внутриклеточных 
азотсодержащих органических запасных веществ. Однако 
многие цианобактерии накапливают азотсодержащий резерв¬ 
ный (материал, называемый цианофицином , при достижении 
культурами стационарной фазы. Цианофициновые гранулы, 
имеющие вид характерных структур на электронных микро- 
фотографиях (рис. 11.52), недавно были выделены и иденти¬ 
фицированы как сополимеры аргинина и аспарагиновой кис¬ 
лоты. Этот материал, который может составлять до 8% су¬ 
хого вещества клетки, быстро подвергается расщеплению при 
возобновлении роста клеточной культуры. Образование циа¬ 
нофицина не связано с обычным механизмом белкового син¬ 
теза, так как он накапливается в клетках в условиях подав¬ 
ления синтеза белка под действием хлорамфеникола. 

ГРАНУЛЫ ВОЛЮТИНА 

Многие (микроорганизмы, как прокариоты, так и эукариоты, 
могут накапливать гранулы волютина, которые окрашивают¬ 
ся основными красителями, например метиленовым синим 
(рис. 11.53). Эти образования иногда называют также ме¬ 
тахроматическими гранулами , поскольку они обнаруживают 
метахроматический эффект , т. е. приобретают красную окрас¬ 
ку при обработке синим красителем. На электронных микро¬ 
фотографиях бактерий они выглядят как тела с очень боль- 
142 шой электронной плотностью. Своими метахроматическими 











Рис. 11.53. Волютин 
(«метахроматические гра¬ 
нулы») в клетках Spiril¬ 
lum, выявляемый путем 
окрашивания метилено¬ 
вым синим (Х850). 
(Giesberger G., Beitrage 
zur Kenntnis der Gattung 
Spirillum Fhbg, p. 36, 
1936.) 


свойствами грннулы волютина обязаны присутствию больших 
количеств неорганического полифосфата. Полифосфаты пред¬ 
ставляют собой линейные полимеры ортофоефіата с различ¬ 
ной длиной цепи. 

Довольно детально изучены условия накопления во л юти - 
на ів бактериях. В общем голодание клеток ів отношении поч¬ 
ти любого питательного (вещества приводит к образованию 
волютина. Недостаток сульфата сказывается особенно эф¬ 
фективно, вызывая быстрое и массированное накопление по¬ 
лифосфата. Когда клетки, создавшие запас полифосфата, 
снова снабжают сульфатом, полифосфат быстро исчезает и 
включается в нуклеиновые кислоты, как показывают опыты 
с меченым 32 Р. Поэтому гранулы волютина можно рассмат¬ 
ривать в первую очередь как внутриклеточный резерв (фосфа¬ 
та, образующийся при различных условиях, препятствующих 
синтезу нуклеиновых кислот. Образование іполифосфата про¬ 
исходит путем последовательного присоединения остатков 
фосфита к пирофосфату, причем донором служит АТФ: 


® -®+ А ГФ —-*® -®-®+ ад ф 
Н*Нт + Л ГФ -^ (-®-З п +АДср 


Если бы расщепление полифосфатов происходило путем 
обращения этой реакции, то полифосфаты могли бы служить 
источником АТФ для клетки. Однако пока еще твердо не до¬ 
казано, что они действительно выполняют такую функцию. 

ВКЛЮЧЕНИЯ СЕРЫ 

Включения неорганической серы встречаются в двух фи¬ 
зиологических группах: у пурпурных серобактерий, исполь¬ 
зующих H 2 S как донор электронов при фотосинтезе, и у ни¬ 
тевидных нефотооин тезирующих организмов, таких, как 
Beggiatoa и Thiothrix, использующих H 2 S в качестве окисляе¬ 
мого субстрата. У обеих этих групп накопление серы 
143 имеет временный характер и происходит в том случае, 






Рис. 11.54. Электронная! 
микрофотография ульт- 
ратонкого среза деля¬ 
щейся клетки однокле¬ 
точной прокариоты Ba¬ 
cillus subtilis (Х20 000). 
1 — ядро; 2 — цито¬ 
плазматическая мембра¬ 
на; 3 — клеточная стен¬ 
ка. (Фото предоставле¬ 
но С. Ф. Рабиноу.) 


если среда содержит сульфид; после полного исчерпания в 
среде сульфида запасенная сера окисляется далее до суль¬ 
фата. 

ЯДРО 


РАСПОЗНАВАНИЕ 

И ЦИТОЛОГИЧЕСКОЕ ОБНАРУЖЕНИЕ 
БАКТЕРИАЛЬНЫХ ЯДЕР 

Основные красители, избирательно окрашивающие хроматин 
эукариотических ядер, равномерно и интенсивно окрашивают 
всю бактериальную клетку. Базофильные свойства бактери¬ 
альной клетки обусловлены наличием в ней очень большого 
числа рибосом, которые создают необычно высокое содержа¬ 
ние нуклеиновой кислоты в области цитоплазмы. Поэтому 
для избирательного окрашивания бактериальных ядер фикси¬ 
рованные клетки необходимо предварительно обработать ри¬ 
бонуклеазой или разбавленной НС1, которые гидролизуют 
рибосомную РНК. Последующее окрашивание основным кра¬ 
сителем выявляет бактериальные ядра в виде плотных тел, 
расположенных в центре клетки и имеющих неправильные 
очертания; в экспоненциально растущей клетке их содер¬ 
жится от 2 до 4 (ом. рис. 3.18). іС помощью ф<азово-контраст¬ 
ной микроскопии можно наблюдать рост и деление бактери¬ 
альных ядер в живых клетках при условии, что последние 
помещены в среду, которая усиливает ікоін траст между нук* 
леоплазмюй и цитоплазмой, например в концентрированный 
раствор белка (см. рис. 3.17). 

Изучению структуры бактериального ядра препятствовав 
ли вначале трудности, связанные с получением удовлетвори* 
144 тельной фиксации ядеріного материала. Как только эта про* 







Рис. 11.55. Радиоавточ- 
граф хромосомы Е. соіі, 
штамм К12, меченной 
3 Н-тимидином в течение 
двух генераций, а затем 
экстрагированной, как 
описано в тексте. На 
вставке: схема той же 
структуры, показываю¬ 
щая участки (1, 2, 3 ), в 
которых либо обе цепи 
содержат тритий (сплош¬ 
ная двойная линия), ли¬ 
бо только одна цепь яв¬ 
ляется меченой (одна- 
сплошная и одна пунк¬ 
тирная линии), х — на¬ 
чальная точка реплика¬ 
ции (репликатор), у — 
репликативная вилка. 
[Cairns J., The chromo¬ 
some of Escherichia coli t 
Cold. Spring Harbor Symp. 
Quant. Biol., 28, 43: 

(1964).] 


блема была разрешена, ядро было обнаружено на электрон¬ 
ных миікрофотоігр аф'иях (рис, 11.54) в виде участка, плотно 
заполненного тонкими нитями ДНК. Эта область не отделе¬ 
на мембраной от цитоплазмы и, по-видимому, не содержит 
других структур, кроме нитей ДНК. 

БАКТЕРИАЛЬНАЯ ХРОМОСОМА 

К 1960 г. цитологические сведения о структуре бактериаль¬ 
ного ядра были дополнены данными генетических исследова¬ 
ний Е. соіі , которые привели к выводу о существовании у 
бактерий единственной кольцевой группы сцепления. Это а 
свою очередь указывало на то, что каждое ядро должно со¬ 
держать единственную кольцевую хромосому. Если это дей¬ 
ствительно так, то нити ДНК, обнаруженные в ядерной об¬ 
ласти методом электронной микроскопии, должны представ¬ 
лять собой участки чрезвычайно длинной кольцевой молеку¬ 
лы ДНК, сильно окрученной и благодаря этому образующей 
компактную структуру. 

,В 1963 г. Кейрнсу (J. Cairns) удалось экстрагировать 
ДНК из клеток Е. соіі в условиях, сводящих к минимуму 
фрагментирование молекул. В этих опытах клетки, выращен¬ 
ные в присутствии 3 Н-тимидина, который включается только, 
в ДНК, помещали в камеру, закрытую с одного конца гер¬ 
метически, а с другого—мембранным фильтром. Затем клет¬ 
ки подвергали мягкому лизису путем диализа против рас¬ 
твора детергента, например натриевой соли лаурилсульфата,. 
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Рис. 11.56. Репликация 
двойной кольцевой спи¬ 
рали. Одна цепь двой¬ 
ной спирали разрывает¬ 
ся, а другая служит шар¬ 
ниром, обеспечивающим 
раскручивание реплика¬ 
тивной вилки. Вновь син¬ 
тезированные компле¬ 
ментарные цепи ДНК 
показаны пунктирными 
линиями. 


кислоты (ЭДТА). Дальнейшая обработка была направлена 
на отделение от ДНК всех (связанных с нею белков; при 
проведении этих опытов /материал ни разу не подвергали 
механическому перемешиванию, так как реагенты поступали 
в камеру іи выходили из нее через мембранный фильтр в ре¬ 
зультате диффузии. На последнем этапе мембрану прокалы¬ 
вали и (после подсушивания камеры помещали на пластинку 
для радиоавтографии. 

Во время заключительного высушивания камеры ДНК 
отдельных бактериальных клеток распределялась по поверх¬ 
ности (мембранного фильтра. Изучение проявленных радиоав¬ 
тографов показало, что ДНК представляет собой чрезвычай- 
* но протяженные нити, наибольшая длина которых несколько 
превышает !І мм. Кроме того, некоторые из них оказались 
кольцевыми (рис. 11,55). Эти нити уложены внутри клеток, 
имеющих среднюю длину около 2 мим. 

Длина нити ДНК, равная 1 Імм, хорошо согласуется с ко¬ 
личеством ДНК в ядре, определенным химическим и метода¬ 
ми, при условии, что структура на радиоавтографах Кейрнса 
представляет собой растянутую двойную спираль. Это коли¬ 
чество ДНК соответствует приблизительно 5- ІО 6 пар основа¬ 
ний и мол. весу около 3- ІО 9 . 

ДНК—сильно заряженная молекула, так как входящие 
в ее состав основания связаны между собой фосфатными 
группами, в каждой из которых содержится ионизированная 
гидроксильная группа. Поэтому возникающие в ДНК отри¬ 
цательные заряды должны быть уравновешены эквивалент¬ 
ным количеством катионных групп. У эукариот это осущест¬ 
вляется путем ассоциации хромосомной ДНК с основными 
белками (гистонами). Однако в бактериальных клетках та¬ 
кие белки не встречаются. Нейтрализация заряда в них осу¬ 
ществляется полиаминами, а именно спермином и спермиди- 
ноім (см. гл. 9), а также ионами Mg 2+ . 

Пол у ченная Кейрнсом р ад ио автогр афическа я ка ртин а 
ко л ьцево й структур ы б акте р и а льно й хромосом ы в ыіяші я е т 
146 также и способ ее репликации (рис. 11.55). Репликация на- 




Рис. 11.57. Схема, иллю¬ 
стрирующая модель ре¬ 
пликации бактериаль¬ 
ной хромосомы, предло¬ 
женную Жакобом, Брен¬ 
нером и Кузэном. А. 
Хромосома присоединя¬ 
ется к репликаторному 
участку на клеточной 
мембране, служащему 


шарниром. Одна цепь 
ДНК разрывается. Б. 5'- 
конец разорванной цепи 
присоединяется к друго¬ 
му участку мембраны. 
В. Хромосома вращает¬ 
ся против часовой стрел¬ 
ки относительно участка 
присоединения, в кото¬ 
ром находится фермен¬ 


тативный аппарат ре¬ 
пликации. Вновь синте¬ 
зированные цепи ДНК 
показаны пунктирными 
линиями. В результате 
локализованного синте¬ 
за мембраны (заштри¬ 
хованная область) нача¬ 
лось разделение участ¬ 
ков присоединения. Г. 
Репликация завершена. 



і 




читается © одной точке хромосомного кольца, из которой 
образовавшаяся репликативная вилка движется затем вдоль 
хромосомы до тех лор, пока не произойдет полного удвоения 
всей ее структуры. Процесс включает первоначальный раз¬ 
рыв одной цепи двойной спирали ДНК в точке инициации, 
сопровождающийся вращением и постепенным раскручива¬ 
нием двойной спирали, как схематически показано на 
рис. 11.56. 

ГИПОТЕЗА РЕПЛИКОНА 

В процессе роста бактерий делящиеся ядра постепенно рас¬ 
ходятся, очевидно, без сколько-нибудь заметного изменения 
их формы (рис. 3.17). У эукариот разделение дочерних 
147 хромосом во время митоза происходит за счет их присоеди- 
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Рис. 11.58. Электронные 
микрофотографии ульт- 
ратонких срезов бакте¬ 
риальных клеток, на ко¬ 
торых видно, что ДНК 
присоединена к клеточ¬ 
ной мембране. А. Клет¬ 
ка В. subtilis, в которой 
ДНК находится в кон¬ 
такте с мезосомой. [Ry- 


ter A., Jacob F., Mem¬ 
brane et segregation nuc¬ 
leate chez les bacteries, 
Protides of the Biologi¬ 
cal Fluids, 15, 267 

(1967).] Б. Протопласт 
В. subtilis, полученный 
под действием лизоци¬ 
ма. Мезосома вытолкну¬ 
та наружу, а ДНК 


клетки подтянута к кле¬ 
точной мембране в этой 
же точке. [Ryter А., 
Association of the nucle¬ 
us and the membrane of 
bacteria: a morphological 
study, Bacteriol. Rev., 32, 
39 (1968).] 



нения IK микротрубочкам митотического аппарата, которые 
разводят их ік полюсам веретена. Однако у прокариот подоб¬ 
ного аппарата не существует. Как же тогда достигается раз¬ 
деление бактериальных хромосом после их репликации? 

На основе наблюдений Кейрнса Жакоб, Бреннер и Кузэн 
(F. Jacob, S. Brenner, F. Cuzin) предложили в 1963 г. рабо¬ 
чую гипотезу, известную как гипотеза репликонп (рис. 11.57). 
Эта гипотеза, претерпевшая небольшие (модификации, до сих 
по р является, по -в и димому, н а ибо л е е удовлетворит ел ш ыім 
объяснением событий, происходящих іво время репликации и 
расхождения бактериальных хромосом. Ее основные положе¬ 
ния можно суммировать следующим образом: 

1. Когда начинается репликация, кольцевая хромосома 
1.48 присоединяется в определенной точке к репликаторному уча- 











Рис. 11.59. Схема, иллю¬ 
стрирующая предпола¬ 
гаемую структуру скру¬ 
ченной хромосомы Е. со - 
И. Хромосома представ¬ 
лена в виде семи петель, 
каждая из которых скру¬ 
чена в суперспираль 
(действительное их чис¬ 
ло значительно больше) 
и соединена с другими 
за счет сердцевины, со¬ 
стоящей из РНК (за¬ 
штрихованная зона). 
[Worcel A., Burgi Е., On 
the structure of the fol¬ 
ded chromosome of Esche¬ 
richia coli, J. Mol. Biol., 
71, 127 (1972).] 

ежу на мембране бактериальной іклетіки. С этим участком 
связан ферментативный аппарат, ответственный за реплика¬ 
цию ДНК (см. гл. 7). 

2. Репликативная вилка образуется в репликаторном уча¬ 
стке и перемещается вдоль хромосомы, что вызывает движе¬ 
ние хромосомы относительно точки присоединения. 

3. Перед началом репликации на мембране формируется 
новый репликаторный центр, примыкающий к старому, к не¬ 
му іприсо единяется свободный конец разорванной цепи ДНК. 

4. Разделение дочерних хромосом осуществляется путем 
локального синтеза мембраны на участке, расположенном 
между старой и новой точками присоединения. В результате 
роста мембраны точки присоединения отодвигаются все даль¬ 
ше и дальше друг от друга. 

Некоторые предсказания гипотезы репликона впоследст¬ 
вии подтвердились. Имеется большое количество электронно- 
микроокопичеюких данных, указывающих на прямое присо¬ 
единение хромосомы к мембране бактериальной іклетки, как 
показывают примеры, представленные на рис. 11.58. Тесная 
свіязіь между репликативной вилкой и мембраной была про- 
демонстри ров аін а путем ,кр атков ременного введен и я мечен - 
ного тритием тимидина в ДНК Е. соіі непосредственно перед 
экстр ашроваінием кл еток. Посл е экстр акции фр ашенты 
вновь синтезированной радиоактивной ДНК оказываются 
большей частью связанными с мембранными фрагментами. 
Наконец, ДНК-полимеразы в неочищенных бесклеточных 
экстрактах, по-видимому, также связаны с мембранной фрак¬ 
цией. Модель репликации хромосомы, приведенная на 
рис. 11.57, не учитывает, однако, недавно полученных дан¬ 
ных о том, что репликация хромосомы Е. соіі в норме быва¬ 
ет двухсторонней, причем обе репликативные вилки движут¬ 
ся из одной точки инициации одновременно в противополож¬ 
ных направлениях (ом. гл. 7). Пока не ясно, каким образом 







Рис. 11.60. Электронная 
микрофотография скру¬ 
ченной хромосомы, вы¬ 
деленной из клетки 
Escherichia coli. Видно, 
что хромосома присоеди¬ 


нена к фрагменту кле¬ 
точной мембраны (тем¬ 
ная область неправиль¬ 
ной формы в центре 
снимка). [Delius Н., 
Worcel A., Electron mic¬ 


roscopic visualization of 
the folded chromosome 
of Escherichia coli , J. 
Mol. Biol., 82, 107 

(1974).] 



это -можно представить па схеме, изображенной на рис. 11.57, 
в сівіяізіи с тем, что комплекс реплик а тиівіныіх ферментов зани¬ 
мает фиксированное положение на мембране. 

ВЫДЕЛЕНИЕ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ЯДЕР 

Если бы бактериальная хромосома представляла собой про¬ 
сто .гигантскую кольцевую молекулу ДНК, свернутую случай¬ 
ным образом, то ее упорядоченная репликация и сегрегация 
были бы невозможны, поэтому хромосоме должна быть при¬ 
суща определенная организация на более высоком уровне. 
Проведенные ів последнее время работы по выделению струк¬ 
тур, являющихся, по-видимому, интактными бактериальными 
ядрами, проливают свет на природу такой организации. Эти 
структуры были получены в результате мягкого лизиса бак¬ 
терий, обработанных лизоцимом в присутствии неионных де¬ 
тергентов в 1,0 М растворе Na€l. Кроме ДНК в них содер¬ 
жатся заметные количества РНК и белка. Они быстро осаж¬ 
даются и обладают низкой вязкостью (в отличие от развер¬ 
нутой ДНК высокого молекулярного веса, обладающей вы¬ 
сокой вязкостью). 

В зависимости от условий лизиса можно получить два 
п типа таких структур. Лизис при 25 °С дает структуры с ко- 
эффициентами седиментации от 1300 до 2200 S, они, по- 





.'Видимому, представляют -собой ввернутые хромосомы, -связан¬ 
ные со значительным количеством РНК и белка. Белок — 
это в основном РНК-іполимораза, а РНК — вновь образов-ан- 
ные одноцепочечные РНК. Обработка препарата РНКазой 
вызывает быстрое увеличение его вязкости, свидетельствую¬ 
щее о том, что часть ассоциированной РНК ответственна за 
поддерживание компактной форімы ДНК. ДНК в этих струк¬ 
турах свернута в сверхспирализованные петли, число кото¬ 
рых может варьировать от 12 до 80. В свете этих фактов 
свернутую хромосому можно представить в схематичном ви¬ 
де таи, как это показано на рис. 11.59. 

Если лизис проводят при низкой температуре (0—4°С), 
то получаются структуры с более высокими скоростями се¬ 
диментации (3000>—4000 S) . Эл ектр онно-м икр оскопические 
исследования показывают (рис. 11.60), что они состоят из 
свернутых хромосом, присоединенных к одному или двум 
мембранным фрагментам, от которых их можно отделить 
мялкой обработкой. Эти наблюдения свидетельствуют о том, 
что связывание хромосомы с мембраной осуществляется с 
помощью очень слабых сил. Никаких связанных с мембра¬ 
ной свернутых хромосом не удается выделить из клеток, 
завершивших цикл репликации ДНК. Таким образом, in vivo 
покоящаяся хромосома, вероятно, не связана с мембраной, 
так -как присоединение к мембране является подготовитель¬ 
ным этапом к следующему циклу репликации. 
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12 ВИРУСЫ 


Задолго до открытия мира микробов ««вирусом» называли 
любой болезнетворный агент. Это — латинское слово, и ис¬ 
ходно оно означало «яд», «отрава». До тех пор пока в XIX в. 
не б ы л и в ыяівлен ы специфическій е м икр обн ы е б о лезн е твор - 
ные агенты, представления о причинах инфекционных болез¬ 
ней были (неопределенными и абстрактными. На заре микро¬ 
биологии все эти микробные агенты, будь то бактерии, грибы 
или простейшие, часто огульно называли «вирусами». В на¬ 
стоящее время в таком широком смысле этот термин уже не 
используется. 

ОТКРЫТИЕ ФИЛЬТРУЮЩИХСЯ ВИРУСОВ 


В 1892 г. Д. Я. Ивановский обнаружил, что экстракт из по¬ 
раженных мозаикой растений табака сохраняет инфекцион- 
«ность, даже если его профильтровать через задерживающий 
бактерии фильтр. Он предположил, что инфекционным аген¬ 
том в этом случае является какой-то мелкий микроорганизм. 
В течение следующих двух-трех десятилетий выяснилось, что 
многие распространенные болезни растений и животных вы¬ 
зываются сходными инфекционными агентами, которые на¬ 
столько малы, что их нельзя увидеть в световой микроскоп. 
Основным свойством, отличающим эти формы от более при¬ 
вычных болезнетворных микробов, была их способность про¬ 
ходить через фильтры с такими порами, «которые задержива¬ 
ли даже очень мелкие бактерии. Поэтому все подобные аген¬ 
ты в совокупности были (названы «фильтрующимися шру¬ 
сами». Со временем прилагательное «фильтрующийся» отпа¬ 
ло, а слово вирус стало специфическим обозначением группы 
у л ьтр амикроскопич еіских инфеици он н ых агентов, ко тор ы е 
проходят через фильтр. 

Большинство ученых, заінимавшихся изучением вирусов в 
первые десятилетия XX в., считали, что они отличаются от 
более привычных типов микробов лишь размерами, а не 
ка ким и - то фунд ам ант а л ын ым и б и о л одическими евю йств ам и. 
При исследовании (поведения вирусов в лабораторных усло¬ 
виях был сделан вывод, что все они являются облигатными 
внутриклеточными паразитами , которые (способны размно¬ 
жаться лишь внутри клетки-хозяина. Однако облигатный 
внутриклеточный паразитизм нельзя считать отличительным 
признаком вирусов, поскольку он характерен также и для 
153 некоторых других микроорганизмов. 





Вскоре іпосле того как Ивановский открыл фильтруемость 
вируса табачной мозаики, были получены первые данные о 
том, что вирусы но своей природе могут отличиться от кле- 
то чін ых орган и зім ов. По дтв е р ж д а я д а нін ы>е Ив аін овокого, 
М. Бе йеринк (М. W. Beijerink) обнаружил, что вирус та¬ 
бачной мозаики осаждается спиртом и при этом не утрачи¬ 
вает своей инфенционности. Кроме того, он обнаружил, что 
этот вирус может диффундировать через агаровый гель. Жи¬ 
вые организмы никогда не проявляли таіких свойств, и поэто¬ 
му, не считая вирус живым организмом, Бейеринк пришел к 
выводу, что он представляет собой «жидкий носитель ин- 
фежционности». Это блестящее предвидение подтвердилось, 
однако, лишь спустя примерно 40 лет. В 1935 г. В. Стенли 
(W. М. Stanley) показал, что инфекционные частицы этого 
же вируса можно закристаллизовать и что образующиеся 
кристаллы состоят в основном из белка. Исходя из этого, 
был сделан вывод, что вирус представляет собой белковую 
молекулу. Однако это первое предположение оказалось силь¬ 
но упрощенным. Несколькими годами позднее обнаружили, 
что очищенный вирус табачной мозаики содержит также по¬ 
стоянное, хотя и намного меньшее по сравнению с белком, 
количество рибонуклеиновой кислоты. Следовательно, инфек¬ 
ционная частица вируса іпредставляет собой не белковую 
молекулу, а молекулярный комплекс, построенный из макро¬ 
молекул двух разных типов: белка и нуклеиновой кислоты. 
Для каждого вируса специфичен определенный тип нуклеи¬ 
новой кислоты. Это может быть либо ДНК, либо РНК. 

Первые описанные вирусы 'были возбудителями болезней 
высших растений или животных. Примерно в 1915 г. Ф. Ту- 
орт (F. W. Twort) и Ф. д’Эрель (F. d’Herelle) независимо 
друг от друга открыли, что бактерии чувствительны к зара¬ 
жению ультрамикроскоіпичесікими фильтрующимися агента¬ 
ми, которые были названы бактериофагами (т. е. пожирате¬ 
лями бактерий). Часто их сокращенно называют просто фа¬ 
гами. Вскоре д’Эрель подчеркнул, что между бактериофага¬ 
ми и вирусами растений и животных существует фундамен¬ 
тальное сходство, но настоящими вирусами бактериофаги бы¬ 
ли признаны лишь спустя некоторое (время. 

ОСНОВНЫЕ СВОЙСТВА ВИРУСОВ 

В жизненном цикле вирусов чередуются две фазы — (внекле¬ 
точная и внутриклеточная. Во время внеклеточной фазы ви¬ 
рус существует в виде инертной инфекционной частицы — ви- 
риона. Вирион состоит из одной или нескольких молекул нук¬ 
леиновой кислоты (либо ДНК, либо РНК), которая заклю¬ 
чена в белковую оболочку, называемую капсидом . В свою 
очередь этот «нуклеокапсид» может быть заключен, как у 
154 некоторых вирусов животных,в особую оболочку (мембрану). 
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Рис. 12.1. ДНК фага Я. 
Длина молекулы равна 
16,3 мкм. Стрелкой ука¬ 
зан разрыв, где находят¬ 


ся «липкие концы». 
[Ris Н., Chandler В. L., 
The ultrastructure of 
genetic systems in pro¬ 


karyotes and eukaryotes, 
Cold Spring Harbor 
Symp. Quant. Biol., 28, 
1 (1963).I 



Во время внутриклеточной фазы вирус существует в виде 
реплицирующейся молекулы нуклеиновой (кислоты, опять-та¬ 
ки либо ДНК, либо РНК, и 'генетический материал вируса 
не только реплицируется в клетке-хозяине, но и служит ге¬ 
нетическим детерминантом для синтеза клеткой специфиче¬ 
ских вирусных белков. Эти белки включают и те субъедини : 
цы (капсомеры) , из которых собирается капсид зрелой ви¬ 
русной частицы. 

НУКЛЕИНОВАЯ КИСЛОТА 
ЗРЕЛОГО ВИРИОНА 

Зрелый вирион содержит нуклеиновую кислоту только одно¬ 
го типа , хотя тип этот у разных вирусов может быть разли¬ 
чен. Большинство вирусов содержит либо дівухіцеіпочечную 
ДНК, либо одноцепочечную РНК, но в ряде вирусов содер¬ 
жится одноцепочечная ДНК (например, в ко ли фаг ах Id и 
* гг 0X174 и в (мелком вирусе мыши), а в вириоінах реовирусов 
^ и некоторых вирусов растений — дву хцепоч ечн а я РНК. 









Рис. 12.2. А. Схематиче¬ 
ское изображение струк¬ 
туры вириона вируса та¬ 
бачной мозаики. Для яс¬ 
ности часть цепи РНК 
показана без поддержи¬ 
вающего ее белкового 
скелета. [King А., 


par D. С. D., The struc¬ 
ture of small viruses, 
Adv. Virus Res., 1, 225 
(1960). Б. Электронная 
микрофотография частиц 
вируса табачной мозаи¬ 
ки, контрастированных 
фосфовольфрамовой кис¬ 


лотой. [Brenner S., Hor¬ 
ne R. W., A negative 
staining method for high 
resolution electron micro¬ 
scopy of viruses, Bio- 
chim. Biophys. Acta, 34, 
103 (1959). С любезного 
разрешения P. Хорна.] 



Если при (выделении из вирионов нуклеиновой кислоты 
свести до минимума (вероятность ее разрыва под действием 
гидродинамических сил, то можно обнаружить, что каждый 
віириоін (за исключением крупных РНК-содержащих вирусов) 
содержит одну-единственную молекулу нуклеиновой кислоты . 
Длина такой молекулы для каждого данного вируса посто¬ 
янна, но у разных вирусов варьирует от нескольких тысяч до 
250000 нуклеотидов (или нуклеотидных пар). Если принять, 
что средний размер гена составляет 1000 нуклеотидов (см. 
гл. 13), то самые мелкие вирусы содержат менее 10, а самые 
крупные — несколько сот генов. 

Молекула ДНК некоторых вирусов бактерий и животных 
кольцевая (рис. 12.1). ©прионы других ДНіК-Ісодержащих 
вирусов и вирионы всех РНК-содержащих вирусов содержат 
линейные молекулы нуклеиновой кислоты. Молекула ДНК 
вириона бактериофага X линейна, но сразу после проникно¬ 
вения в клетку-хозяина она превращается в кольцевую (см. 
рис. 12.16). Кольцевая замкнутая структура характерна так¬ 
же для хромосом бактерий (например, для хромосомы Esche¬ 
richia coli) и для плазмид — вирусоподобных генетических 
элементов, обнаруженных в бактериях (см. гл. 15). 

Репликация различных типов вирусных нуклеиновых кис¬ 
лот будет рассмотрена ниже. 

СТРОЕНИЕ НУКЛЕОКАПСИДА 

По 'Строению нуклеоікапісидов большинство вирусов можно 
разделить на два класса — они бывают либо спиральными, 
1 56 либо полиэдрическими. Эти основные структуры могут быть 






Рис. 12.3. Нуклеокапси- 
ды вирусов, обладаю¬ 
щих оболочкой. А. Ча¬ 
стично разрушенная ча¬ 
стица вируса ньюкасл¬ 
ской болезни, из кото¬ 
рой высвободилась со¬ 
держащаяся внутри нее 


структура (нуклеокап- 
сид). В. Электронная 
микрофотография нук- 
леокапсида, высвободив¬ 
шегося из вируса свин¬ 
ки; при большом увели¬ 
чении. [Horne R. W. 
et al., The structure and 


composition of .myxoviru- 
ses. I. Electron microsco¬ 
pe studies of the struc¬ 
ture of myxovirus partic¬ 
les by negative staining 
techniques, Virology, 11, 
79 (I960).] 



далее модифицированы. У многих бактериофагов полиэдри¬ 
ческая головка соединена со спирально организованным хво- 
стоівыім отростком, а у многих вирусов животных нуклеонап- 
сид заключен в особую оболочку (мембрану). Обнаружено, 
что мембраной окружены и вир ионы одного из бактериофа¬ 
гов— ДіНК-оодержащего фага, который развивается в мор¬ 
окой псевдомонаде. Содержащие липиды оболочки таких ви¬ 
русов образуются из мембран клеток-хозяев. 

Из вир ионов со спиральной структурой лучше всего изу¬ 
чен вирион вируса табачной мозаики (рис. 12.2). В нем мо¬ 
лекула одноцепочечной РНК расположена в желобке, кото¬ 
рый образован в спиральном капсиде. Полный вирион имеет 
палочковидную форму и содержит примерно 2000 идентич¬ 
ных каіпісомеров. Строение вириоіна вируса табачной мозаики 
типично для многих вирусов растений. У ряда вирусов жи¬ 
вотных также имеются спиральные нуклео,капсиды, но они 
всегда уложены внутри оболочки беспорядочно. Некоторые 
157 из них представлены на рис. 12.3. 



Рис. 12.4. Вирион аде¬ 
новируса. Видна икоса- 
эдрическая организация 
капсомеров. Располо¬ 
женные в вершинах кап- 
сомеры соседствуют с 
пятью, а все другие — с 
шестью капсомерами. 
[Valentine R. С., Pereira 
Н. G., Antigens and 
structure of the adenovi¬ 
rus, J. Mol. Biol., 13, 13 
(1965).] 


В полиэдрических вирион ax молекула нуклеиновой кисло¬ 
ты упакована внутри полой полиэдрической головки, однако 
способ упаковки остается пока неизвестным. Капсиды мно¬ 
гих полиэдрических вирусов животных и растений представ¬ 
ляют собой икосаэдры — правильные многогранники с 12 вер¬ 
шинами, 20 треугольными гранями и 30 ребрами. 

Капсид такого вириона состоит из капсомеров двух ти¬ 
пов: пентамеров, расположенных в вершинах, и гаксамеров, 
(которые заполняют треугольные грани (рис. 12.4). Каждый 
каіпсомер представляет собой мультимерный белок, причем 
пентамер содержит пять, а гексамер — шесть идентичных 
субъединиц. Субъединица может быть образована одной- 
единственной полиіпеіптидной цепью. Однако по крайней мере 
в одном случае было обнаружено, что субъединица содер¬ 
жит две разные лолиіпептидные цепи. 

Размер икоеаэдрического вируса определяется числом 
содержащихся в нем капсомеров, определяемым законами 
кристаллографии: икосаэдрическая структура может быть 
образована только определенным числом капсомеров. Напри¬ 
мер, наименьший возможный икоеаэдричаокий капсид дол¬ 
жен иметь 12 пентамеров и не содержать гаксамеров. Сле¬ 
дующий по величине капсид должен состоять из 12 пентаме¬ 
ров и 20 гексамеров и т. д. Самый крупный из известных 
икос а эдри чески х вирионов—вирион одного из вирусов на¬ 
секомых— содержит 1472 капеомера. 

ОБОЛОЧКА 

НЕКОТОРЫХ ВИРУСОВ животных 

Ряд вирусов животных формируется в клетке-хозяине путем 
«почкования», при котором нуклеокапсид окружается слоем 
клеточной мембраны, как это показано на рис. 12.5. Однако 
158 оболочка вируса содержит не только нормальные клеточные 




Рис. 12.5. А—Д. Схема¬ 
тическое изображение 
процесса высвобожде¬ 
ния из клетки вируса, 
обладающего оболочкой. 
Точками изображены но¬ 
вые белки мембраны, ко¬ 
торые кодируются гена¬ 
ми вируса. (Из книги 
Davis В. et al., Microbio¬ 
logy, New York, Harper 


and Row, 1967, с изме¬ 
нениями.) E. Электрон¬ 
ная микрофотография 
тонкого среза животной 
клетки, из которой вы¬ 
свобождаются частицы 
вируса гриппа. Препарат 
обработан антителами 
против вирионов грип¬ 
па. Молекулы антител 
связаны с ферритином, 


который содержит ато¬ 
мы железа и потому яв¬ 
ляется электроноплот¬ 
ным. [Morgan С. et al.. 
The application of ferri¬ 
tin-conjugated antibody 
to electron microscopic 
studies of influenza virus> 
in infected cells, J. 
Exptl. Med., 114, 825 

(1961).] 



компоненты; іво многих случаях в нее входят также белки,, 
которые кодируются генами вируса. Сформировавшаяся обо¬ 
лочка часто представляет собой сложную, высокоорганизо¬ 
ванную структуру,состоящую из .нескольких слоев (рис. 12.6). 

РАЗМНОЖЕНИЕ ВИРУСОВ 

Процесс размножения вирусов можно подразделить на пять 
стадий: проникновение в клешу-хозяина, синтез ферментов, 
которые необходимы для репликации вирусной нуклеиновой 
кислоты, синтез составных частей вируса, сборка их с обра¬ 
зованием зрелых вирионов и выход зрелых вирионов из іклет- 
159 ки-хозяина. 











Рис. 12.6. А. Полная ча¬ 
стица вируса осповак¬ 
цины, негативно контра¬ 
стированная фосфоволь- 
фрамовой кислотой. Раз¬ 
личимые на поверхности 
вириона гребешки могут 
быть длинными палоч¬ 
ками или трубочками. 
В. Негативно контрасти¬ 
рованная частица виру¬ 


са осповакцины после 
центрифугирования в са¬ 
харозном градиенте. В 
результате частичного 
разрушения частица ут¬ 
ратила наружную мем¬ 
брану. Оставшаяся 

структура включает дво¬ 
яковогнутое внутреннее 
ядро, содержащее нук¬ 
леиновую кислоту, два 


эллиптических тела и ок¬ 
ружающую всю эту 
структуру мембрану. 
[Dales S., The uptake 
and development of vac¬ 
cinia virus in strain L 
cells followed with label¬ 
led viral deoxyribonucle¬ 
ic acid, J. Cell. Biol., 18, 
51 (1963).] 



Процессы проникновения вируса в клетку различим у ви¬ 
русов бактерий, растений и животных. Вирусы бактерий и 
растений должны пройти через клеточную стенку, тогда как 
вирусы животных могут адсорбироваться непосредственно на 
мембране клетки-хозяина. Некоторые, но не все вирусы бак¬ 
терий проходят сквозь клеточную стенку путем инъекции. 
В этом случае белковая оболочка вируса остается адсорби¬ 
рованной снаружи клетки, а нуклеиновая кислота впрыскива¬ 
ется через стенку внутрь клетки. Вирусы растений, однако, 
не обладают специальным аппаратом для преодоления кле¬ 
точной стенки и поэтому в эксперименте для заряжения не¬ 
обходимо механически повредить растительные клетки. В при¬ 
роде вирусы растений обычно передаются от одного расте¬ 
ния-хозяина к другому с помощью переносчиков. Такими 
переносчиками могут служить насекомые, которые инъециру¬ 
ют частицы вируса через клеточные стенки растения. 

Вирусы животных адсорбируются на мембране клетки- 
хозяина и могут попасть внутрь клетки путем фагоцитоза. 

160 Поглощенный в результате фагоцитоза вирион оказывается 





заключенным ів пищевую вакуоль, окруженную мембраной 
(см. рис. 29.4). Чтобы попасть в цитоплазму или ядро, пде 
он и будет размножаться, вирус должен еще пройти через 
клеточную мембрану. Если вирус обладает оболочной, кото¬ 
рая частично ведет свое происхождение от (мембраны преды¬ 
дущей клетки-хозяина, то его проникновение облегчается за 
счет слияния оболочіки вируса с мембраной новой клетки - 
хозяина (с помощью процесса, приблизительно обратного 
тому, который изображен на рис. 1:2.5). В случае лишенных 
оболочки вирусов, в .том числе и фагов, механизм проник¬ 
новения інуклеоікаіпсида через мембрану клетки до сих пор 
неизвестен. 

У большинства вирусов бактерий до цитоплазмы клетки- 
хозяина доходит лишь нуклеиновая кислота вируса. Однако 
в случае вирусов растений и животных в цитоплазму может 
проникать весь нуіклеокапісид, и процесс проникновения за¬ 
вершается удалением белкового капсида, что происходит, ве¬ 
роятно, под действием протеолитических ферментов. Таким 
образом, процесс проникновения вируса в клетку заверша¬ 
ется появлением внутри клетки свободной нуклеиновой кис¬ 
лоты вируса. 

Появление внутри клетки-хозяина свободной вирусной 
нуклеиновой кислоты запускает два разных процесса: синтез 
вируе-опецифичеоких белков и репликацию самой вирусной 
нуклеиновой кислоты. Если нуклеиновой кислотой является 
РНК, то информационной РНК служит либо непосредствен¬ 
но она сама, либо транскрибируемая на ней информационная 
цепь РНК противоположной полярности. Если же вирусной 
нуклеиновой кислотой является ДНК, то сначала на ней с 
помощью ДНК-зависимой РНК-полимѳразы транскрибирует¬ 
ся вирусная информационная РНК. В обоих случаях вирус¬ 
ная информационная РНК транслируется рибосомами клет¬ 
ки-хозяина и образуются как ферменты, необходимые для 
репликации вируса, так и субъединицы капсида. 

Молекула вирусной нуклеиновой кислоты служит матри¬ 
цей для своей собственной репликации, причем синтез ком-' 
плементарной цепи осуществляется специфическими полиме¬ 
разами. Однако детали механизма репликации различны в 
зависимости от природы нуклеиновой кислоты, от того — 
ДНК зто или РНК, одно- или двухцепочечная, кольцевая 
или линейная молекула. Некоторые способы репликации мы 
рассмотрим в конце главы. 

В ходе синтеза белков и репликации в клетке-хозяине на¬ 
капливается большое число молекул вирусной нуклеиновой 
кислоты и субъединиц вирусного капсида. Они спонтанно со¬ 
единяются друг с другом, образуя полные нуклеокансиды. 
Процесс размножения вируса завершается выходом и^ клет¬ 
ки-хозяина зрелых вирионов. В клетках животных этот про- 
161 цеос часто завершается выходом вируса через мембрану 
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клетки, а у бактерий о.н обычно оканчивается лизисом клет¬ 
ки-хозяина под действием индуцируемого вирусом фермента. 

ИНФЕКЦИОННАЯ 
НУКЛЕИНОВАЯ КИСЛОТА 

Как мы видели, проникновение в цитоплазму клетки-хозяина 
свободной вирусной нуклеиновой кислоты приводит к синтезу 
зрелых вирионов. Действительно, клетку-хозяина можно за¬ 
разить свободной нуклеиновой кислотой, выделенной из ви- 
риоіноів. Однако эффективность такой инфекции составляет 
обычно всего от одной тысячной до одной миллионной эф¬ 
фективности заражения интактным вирионом. Таким обра¬ 
зом, каіпоид облегчает проникновение вируса в клетку, снаб¬ 
жая его механизмом для адсорбции на поверхности клеши- 
хозяина, а в случае некоторых бактериофагов — еще и ме¬ 
ханизмом для инъекции нуклеиновой кислоты внутрь клетки. 
Капсид может также предохранять нуклеиновую кислоту ви¬ 
руса от деградации, (когда он находится вне клетки. 

Специфичность вируса в отношении круга хозяев опреде¬ 
ляется в основном специфичностью его взаимодействия с ре¬ 
цепторными участками на поверхности клетки-хозяина. В это 
взаимодейетвие вовлечены специфические участки дл я ад¬ 
сорбции, расположенные на поверхности вирусного капсида,. 
и поэтому круг хозяев для свободной нуклеиновой кислоты 
вируса гораздо шире, чем для интактного вириона. Однако 
низкая эффективность инфекции свободной нуклеиновой кис¬ 
лотой препятствует расширению спектра хозяев в природных 
условиях. 

РАЗЛИЧИЯ МЕЖДУ ВИРУСАМИ 
И КЛЕТОЧНЫМИ ОРГАНИЗМАМИ 

Из сказанного выше ясно, что вирусы составляют уникаль¬ 
ный класс биологических объектов, отличный от клеточных 
организмов. Различия между вирусами и клетками можно 
суммировать следующим образом: 

1. Во время внеклеточной фазы, в виде вириона, вирус 
состоит из нуклеиновой кислоты одного типа, ДНК или РНК, 
которая связана с белковым капсидом. Вирион может содер¬ 
жать один или несколько ферментов, принимающих участие 
в начальных стадиях инфекции, но набор ферментов в ви- 
рионе далеко не достаточен для его размножения. Наоборот, 
клетка всегда содержит и ДНК, и РНК, и сложный набор 
ферментов, способных проводить все те реакции, которые не¬ 
обходимы для воспроизведения. 

2. іВируісиое потомство образуется в результате сборки 
синтезированных клеткой-хозяином независимо друг от друга 
копий вирусной нуклеиновой кислоты и субъединиц капсида. 
Рост клетки, напротив, состоит в том, что упорядоченным 
образом увеличивается количество каждой из ее составных 

162 частей, и в течение этого процесса постоянно поддерживает- 



ся ее целостность. Таким образом, вирион никогда не воз¬ 
никает непосредственно из предшествовавшего вириона, 
тогда как клетка всегда получается из клетки. Рост клеток 
завершается делением, т. е. увеличением их числа. 

Итак, ясно, что по своей природе размножение вирусов 
и рост и деление клеток в корне различны. Одно время счи¬ 
тали, что некоторые инфекционные агенты, располагающие¬ 
ся іпіо своим размерам между типичными клетками и типич¬ 
ными вирусами, соответственно и относятся к промежуточ¬ 
ным формам жизни. Однако на основании перечисленных 
выше критериев эти агенты можно теперь отнести безогово¬ 
рочно ів одних случаях к клеточным организмам, а в дру¬ 
гих — к истинным вирусам. Например, Chlamydozoaceae 
(возбудители пситтакоза, венерической лимфограінуломы и 
трахомы) явно представляют собой клеточные организмы, 
а имеющие такие же размеры возбудители коровьей и нату¬ 
ральной оспы, несомненно, являются вирусами. 

КЛАССИФИКАЦИЯ ВИРУСОВ 

Наиболее широко используемая система классификации! ви¬ 
русов приведена в табл. 12.1. В соответствии с этой системой, 
которая была предложена в 1962 г. А. Львовым (А. Lwoff) 
с сотрудниками, классификация вирусов проводится на ос¬ 
новании свойств вирионов: типа нуклеиновой кислоты, строе¬ 
ния капсида, наличия или отсутствия оболочки и размера 
капсида. При дальнейшем подразделении учитываются уже 
другие свойства вириона, такие, как число цепей в молекуле 
нуклеиновой кислоты (одна или две), особенности развития 
вируса (например, локализация синтеза вируса в клетке) и 
особенности взаимодействия вируса с хозяином (например, 
круг хозяев). 

Эта система не связана с природной, филогенетической 
классификацией. Она и не пытается выявлять совершенно 
неизвестные нам эволюционные связи между вирусами. Вмес¬ 
то этого вирусы группируются в соответствии с их общими 
химическими свойствами или особенностями их строения, 
т. е. в соответствии с теми свойствами, которые неизменно 
присущи им и которые можно точно определить. 

Следует отметить, что при такой классификации круг 
хозяев играет лишь незначительную роль. Но поскольку ме¬ 
тоды, которые используются при изучении вирусов, разви¬ 
вающихся на разных хозяевах, сильно различаются, практи¬ 
чески вирусы группируются в соответствии с тем, кто явля¬ 
ется их естественными хозяевами — бактерии, животные или 
растения 1 . 

1 Долгое время считали, что среди микроорганизмов хозяевами для 
вирусов могут быть только бактерии. Однако недавно вирусы были обна- 
. _ ружены у некоторых грибов; имеются сообщения о существовании частиц, 

* оЗ похожих на вирионы, у некоторых видов простейших. 
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ТАБЛИЦА 12,1 

КЛАССИФИКАЦИЯ ВИРУСОВ 
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В случае полиэдрических вирионов — диаметр. 








ВИРОИДЫ 


Многие болезни растений (вызываются трансмиссивными аген¬ 
тами, которые но размерам гораздо мельче любого извест¬ 
ного вируса. Показано, что эти агенты, названные вироида- 
ми , представляют собой очень небольшие молекулы РНК. 
Мол. вес их, судя по оценкам, варьирует от 75 000 до 
100000. Они не обладают «арендами и передаются «горизон¬ 
тально» от растения ік растению, по-видимому, чисто меха¬ 
ническим путем, а «вертикально» — через пыльцу или семя¬ 
почку. Влияют ли они непосредственно на функции хозяина, 
или участие в этом принимают транслируемые на этих РНК 
полипептиды — пока неизвестно. Ничего не известно также 
и о способе их репликации. 

Вопрос о существовании вироидов в клетках животных 
до сих пор остается открытым. Если даже такие вирусы су¬ 
ществуют, то неясно, являются ли они этиологическими аген¬ 
тами тех болезней, которые, как считают, вызываются шру¬ 
сами, но возбудители которых до сих пор не выявлены. 

ВИРУСЫ БАКТЕРИЙ 

Почти каждый известный в настоящее время вид бактерий, 
как оказалось, является хозяином для одного или нескольких 
вирусов (бактериофагов). Однако большинство исследований 
в этой области проведено на фагах, которые развиваются 
в клетках Escherichia eoli, поэтому мы ограничимся рассмот¬ 
рением в основном тех результатов, которые получены на 
этой группе фагов. 

В вирионах большинства ДНК-содержащих фагов нук¬ 
леиновая кислота двухцепочечная, но в некоторых случаях 
ДНК бывает и одноцепочечной. В вирионах всех известных 
РНК-‘содержащих фагов нуклеиновая кислота одноцепочеч¬ 
ная. У всех фагов, за исключением одной группы, нуклеино¬ 
вая ікислота заключена в полиэдрический капсид. Во многих 
случаях такой .капсид соединен со спиральной белковой 
структурой, «хвостовым отростком», который служит орга¬ 
ном адсорбции. Исключение составляют нитевидные фаги, 
типичным представителем которых является фаг fd. Этот 
фаг имеет палочковидную структуру и содержит одноіцепо- 
чечіную ДНК. Вирионы некоторых фагов показаны на 
рис. 12.7 и 12.11. 

ВЫЯВЛЕНИЕ ФАГОВЫХ ЧАСТИЦ 
И ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИХ КОЛИЧЕСТВА 

Если к растущей в жидкой среде культуре чувствительных 
бактерий добавить в небольшом количестве частицы виру¬ 
лентного бактериофага, то некоторые бактериальные клетки 
65 окажутся зараженными. В течение некоторого времени ни- 





Рис. 12.7. Икосаэдрический (Л) и нитевидный 
(5) (со спиральной симметрией) вирионы бакте¬ 
риофагов. [Bradley D. Е., The structure of some 
bacteriophages associated with male strains of 
Escherichia coli, J. Gen. Microbiol., 35, 471 

(1964).] 



каких видимых изменений заіраженіных .клеток обнаружить 
нельзя. Обычно этот период продолжается от 15 мин до 1 ч, 
а иногда и более, и длительность его зависит от природы 
фага и бактерии и от условий культивирования. Затем вне¬ 
запно происходит лизис зараженных клеток. При лизисе за¬ 
раженной клетки высвобождается большое количество новых 
фаговых частиц потомства. Эти частицы могут в свою оче¬ 
редь заражать другие клетки популяции, и при этом вновь 
повторяется тот же самый процесс. Следовательно, если в 
культуру внести даже небольшое по сравнению с количест¬ 
вом бактериальных клеток число инфекционных фаговых 
частиц, то через несколько часов практически вся популяция 
бактерий будет уничтожена. 

Число фаговых частиц или зараженных бактериальных 
клеток в суспензии легко определить, если подходящее раз¬ 
ведение этой суспензии нанести на чашку с агаром, на по¬ 
верхность которого равномерно нанесена разбавленная сус- 
п ен з и я чувс твите л ьн ых б акт ери й. П ос л е соответствующе й 
инкубации вся поверхность чашки будет покрыта оплошным 
слоем бактерий, за исключением тех мест, где оказались 
частицы фага или зараженные клетки. В результате после¬ 
довательных циклов развития фага пленка бактерий вокруг 
таких точек локально разрушается и образуются прозрач¬ 
ные зоны лизиса — бляшки (рис. 12.8). Если имеется смесь 
зараженных клеток и свободных фаговых частиц, то с по¬ 
мощью соответствующих методов их можно разделить (ис¬ 
пользуя , н апри мер, д и фф е р енци а л ьн о е центр ифу гир ов ани е) 
*66 и затем с помощью описанного метода подсчета бляшек он- 






Рис. 12.8. Бляшки, обра¬ 
зованные фагом Т2. 
(С любезного разреше¬ 
ния Г. Стента.) 


редел и ть по отдельности число тех и других. Если нужно 
определить лишь число фагсвых частиц, содержащихся в 
суспензии, то можно избирательно убить присутствующие в 
ней зараженные клетки. Обычно для этого суспензию клеток 
и фага встряхивают с хлороформом, н которому бактериофа¬ 
ги устойчивы. 


ВЫДЕЛЕНИЕ 

И ОЧИСТКА БАКТЕРИОФАГОВ 


Метод подсчета числа бляшек может быть использован для 
выделения тех фагов, которые способны развиваться в опре¬ 
деленных видах или штаммах бактерий. Для этого пробу 
материала из природного местообитания такой бактерии 
встряхивают с водой, освобождают эту суспензию от бак¬ 
терий, пропуская ее через мембранный фильтр или обраба¬ 
тывая хлороформом; аликвоты смешивают о суспензией дан¬ 
ной бактерии и высевают на чашки с агаром. Любая бляш¬ 
ка, которая выявляется на чашках, соответствует присут¬ 
ствовавшей в природном материале фаговой частице. Фаг 
из отдельной бляшки можно выделить, прикоснувшись к ней 
стерильной иглой и суспендировав прилипший к игле мате¬ 
риал в небольшом объеме стерильного раствора. Обычно ;в 
такой суспензии оказывается от ІО 4 до 10 е фаговых частиц. 
Затем проводят очистку фага, последовательно повторяя та¬ 
кое выделение из отдельной бляшки. 

Для получения больших количеств фага для химического 
или физического исследования, заражают фагом экспонен¬ 
циально растущую в жидкой среде культуру бактерий. В ре¬ 
зультате ряда циклов развития фага большинство, а иногда 
и все клетки культуры лизируются. Затем оставшиеся в 
культуре клетки и их обломки удаляют с помощью низко¬ 
скоростного центрифугирования, а получившуюся жидкость 
стерилизуют либо фильтрованием, либо обрабатывая ее хло¬ 
роформом. В результате получается стерильный лизат , ко¬ 
торый содержит обычно от ІО 9 до ІО 12 фаговых частиц на 
1 мл, а также растворимый материал и фракцию частиц, ко- 
167 торые освобождаются из клеток при лизисе. 




Для окончательной очистки бактериофагов обычно •ис¬ 
пользуют у л ьтр а центрифуги рован и е. Даже самые мелкие фа¬ 
говые частицы осаждаются при ускорениях порядка 100 000 g 
(в ІО 5 раз превышающих ускорение под действием земного 
притяжения). Часто предварительно вирусные частицы осаж¬ 
дают сульфатом аммония или некоторыіми другими веще¬ 
ствами. 

ДНК -CO ДЕРЖАЩИЕ БАКТЕРИОФАГИ: 

ЛИТИЧЕСКИЙ ЦИКЛ ИНФЕКЦИИ 

Основные черты литического цикла инфекции выявляются в 
количественном опыте, известном как одиночный цикл раз¬ 
вития. Для этого культуру чувствительных бактерий смеши¬ 
вают с суспензией фаговых частиц и проводят кратковремен¬ 
ную инкубацию, чтобы позволить частицам фага адсорбиро¬ 
ваться на бактериальных клетках. Если бактерии берутся в 
большом избытке, то почти все фаговые частицы оказывают¬ 
ся адсорбированными. Затем культуру сильно разводят и 
продолжают инкубировать ее. При этом определяют число 
фаговых частиц и зараженных бактерий в культуре, перио¬ 
дически высевая пробы и подсчитывая число образующихся 
бляшек. Типичный результат такого опыта приведен на 
рис. 12.9. В течение некоторого времени после заражения 
число бляшек остается постоянным, так как каждая зара¬ 
женная бактерия образует на чашке лишь одну бляшку не¬ 
зависимо от того, сколько фаговых частиц содержала она в 
момент высева. Этот период называется латентным. Латент¬ 
ный период внезапно кончается, и зараженные клетки начи¬ 
нают лизироваться, высвобождая частицы фагового потомст¬ 
ва. Число бляшек в этот момент быстро растет, и это про¬ 
должается до тех пор, пока не окажутся лизированными все 
зараженные клетки. Этот период называется периодом лизи¬ 
са. После завершения лизиса число образующихся бляшек 
остается более или менее постоянным даже в том случае, 
если в популяции остались нез а раженные клетки, так как 
проведенное в начале опыта разведение культуры препятст¬ 
вует адсорбции высвободившихся при лизисе фаговых час¬ 
тиц на тех бактериях, которые остались незараженными. 
Среднее число новых фаговых частиц, высвобождающихся 
из одной зараженной клетки, называется выходом или уро¬ 
жаем. В опытах такого типа выход составляет обычно около 
150, но может сильно варьировать в зависимости от исполь¬ 
зуемой системы фаг — хозяин и от условий опыта. 

Рассмотрим теперь подробнее те события, (которые проис¬ 
ходят в течение литического цикла инфекции. Наше изложе¬ 
ние будет базироваться в основном на результатах опытов, 
проведенных с небольшой группой фагов, которые развиіва- 
168 ются в клетках Escherichia coli. Эти несколько фагов, обо- 




Рис. 12.9. Кривая оди- 
ночного цикла развития 
бактериофага. Резкое воз¬ 
растание количества об¬ 
разуемых бляшек указы¬ 
вает на то, что клетки- 
хозяева лизируются и из 
них выходит свободный 
фаг. 


з'начен.ные номерами от Т1 до Т7 (здесь Т означает «тип»), 
были выбраны совершенно (случайно группой исследователей, 
которые в 1939 г. начали экспериментальное научение вос¬ 
произведения фагов. Как оказалось, три из этих фагов (Т2, 
Т4 и Тб) являются близкородственными и обладают рядом 
свойств, которые делают их особенно удобными для экспери¬ 
ментальной работы. В частности, ДНК этих Т-четных фагов 
содержит вместо цитозина уникальное основание, 5-оисиме- 
тил,цитозин. Определяя химическим методом содержание ок- 
симетилцитозина, можно следить за синтезом вирусной ДНК 
в зараженных клетках в присутствии избытка бактериаль¬ 
ной ДНК. 

Долгие годы считали, что Т-четные фаш являются ти¬ 
пичными представителями фагов. Однако при электронно- 
микроскоп и ч еекоім иссл е дов ан и и в ы яів и л о сь, что вир ион ы 
Т-четных фагов устроены гораздо сложнее, чем у других 
фагов, а механизмы их адсорбции и проникновения в клет- 
ку-хозяина в значительной степени специализированы. Тем 
не менее после .проникновения Т-четных фагов в клетку в 
ней, по-видимому, происходят такие же события, что и при 
заражении другими ДНК-содержащими фагами. 

АДСОРБЦИЯ 

И ПРОНИКНОВЕНИЕ В КЛЕТКУ 

Литический цикл инфекции начинается с того, что частица 
бактериофага случайно сталкивается с клешой-хозіяиіном. 
Если у вириона имеется участок адсорбции, химически ком¬ 
плементарный специфическому рецепторному участку на по¬ 
верхности бактериальной клетки, то происходит необратимая 
адсорбция. Рецепторы для одних фагов грамотрицательных 
бактерий находятся в липопротеидиом наружном слое кле¬ 
точной стенки, для других — в липоіполисахаридном слое. 

169 Для ряда фагов рецепторы находятся на отростках клеток — 











Рис. 12.10. Электронные 
микрофотографии одно¬ 
го из фагов Bacillus sub- 
tilis, который адсорбиру¬ 
ется на жгутиках бакте¬ 
рии. Л. Свободная части¬ 
ца фага (X120 000). 
Видны спиральные нити 


хвостового отростка. Б. 
Частица фага, адсорби¬ 
рованная на жгутике 
бактерии, вокруг кото¬ 
рого обернулись нити 
хвостового отростка фа¬ 
га (X120 000). В. Груп¬ 
па фаговых частиц, при¬ 


крепившихся к несколь¬ 
ким жгутикам (Х61 000). 
[Raimondo L. М., Lundh 
N. Р., Martinez R. J., 
Primary adsorption site 
of phage PBS1: the fla¬ 
gellum of Bacillus subti- 
lis y J. Virol., 2, 256 

(1968).] 



жгутиках или пилях. На рис. 12.10 показав фат, прикрепив¬ 
шийся к жгутику бактерии. Такие присоединившиеся фаги 
соскальзывают затем к основанию жгутиков и инъецируют 
таім сш/ою (Нуклеиновую .кислоту через клеточную стенку. 

Адсорбционные участки вирионов у разных фагов также 
различаются. Некоторые фатіи обладают специальными «хво- 
с т оів ы м и ін и т яім и », я© л я ющ им ис я органами адсорбции 
(рис. 12.11). В общем случае у фагоів, обладающих «хво- 
стоівыіми отростками», органами адсорбции служат именно 
эти отростки. 

После адсорбции частица бактериофага инъецирует со¬ 
держащуюся в ней ДНК внутрь бактериальной клетки. Этот 
процесс исследован на Т-четных фагах, которые имеют спо¬ 
собный сокращаться чехол хвостового отростка. После того 
как нити отростка адсорбировались, чехол сокращается и 
стержень отростка проходит через клеточную стенку 
(рис. 12.12). Когда кончик стержня достигает мембраны 
клетки, содержащаяся ів головке фага ДНК впрыскивается 
под стенку. Этот механизм Т-четных фагов, действующий 
170 наподобие шприца, является уникальным. Каким образом 




Рис. 12.11. А. Частица 
одного из Т-четных фа¬ 
гов, контрастированная 
фосфовольфрамовой кис¬ 
лотой. Видны заполнен¬ 
ная головка, сократив¬ 
шийся чехол, стержень и 
нити хвостового отрост¬ 
ка. [Brenner S. et al., 
Structural components of 
bacteriophage, J. Mol. 
Biol., 1, 281 (1959).] Б. 
Компоненты Т-четного 
фага. Размеры указаны 
в нм. [Bradley D. Е., 
The ultrastructure of 
bacteriophages and bac- 
teriocins, Bacteriol. Revs., 
31, 230 (1967).] 
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преодолевіают .клеточи-ую -стенку другие фаги и как фаговая 
ДНК проникает через мембрану клетки— остается неиз¬ 
вестным. 

Такой процесс проникновения, когда белки капсида оста¬ 
ются (снаружи клеточной стенки, как это имеет место в слу¬ 
чае Т-четных фагоів, считался характерным для всех баікте- 
171 риофагов. Однако у некоторых фагов механизм проникноіве- 













Клеточная Клеточная 
мембрана стенка 



Рис. 12.12. Т-четные фа¬ 
ги прокалывают клеточ¬ 
ную стенку подобно 
шприцу. Л. Фаговая ча¬ 
стица, адсорбированная 
на стенке бактериальной 
клетки. Чехол находит¬ 
ся в растянутом со¬ 
стоянии. Б. Чехол со¬ 
кратился, и стержень 
прошел сквозь клеточную 
стенку. 


ния совершенно иіной. Таік, у нитевидных (спиральных) фа¬ 
гов, содержащих одноцепочечную ДНК, основной белок спи¬ 
рального капсида проходит через клеточную стенку и оста¬ 
ется на (или в) клеточной .мембране, а минорный белок обо¬ 
лочки:, А-белоік, проникает вместе с фаговой ДНК в цито¬ 
плазму. 

ОБРАЗОВАНИЕ «РАННИХ» БЕЛКОВ 

Сразу же после того, как фаговая ДНК попадает ів цито¬ 
плазму клетки-хозяина, РНК-полимераза клетки начинает 
транскрибировать некоторые ее гены и образуются «ранние» 
вирусные информационные РНК. Затем рибосомы клетки- 
хозяина транслируют эти вирусные м>РНК, образуя целый 
ряд новых ферментов, включая и все те ферменты, которые 
необходимы для репликации фаговой ДНК. В случае Т-чет¬ 
ных фагов при трансляции вирусных мРНК образуются це¬ 
лых 11 новых ферментов, и среди них — те, которые необхо¬ 
димы для образования 5-оксиметилцитозина и его фосфори¬ 
лирования, а также новая ДНК-полимераза и разрушающая 
хозяйскую ДНК дезокоирибонуклеаза К 

Представляется вероятным, что все вирусы несут гене¬ 
тическую информацию для образования по крайней мере 
части ферментов, необходимых для репликации вирусной 
нуклеиновой кислоты. Однако многие' вирусы в отличие от 
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1 В действительности Т-четные фаги индуцируют в клетке несколько 
десятков «ранних» белков, большинство которых имеет отношение к мета¬ 
болизму ДНК. — Прим, перев. 
















Т-четных фагоів обеспечиваются некоторыми из этих важных 
дли них ферментов за счет генома клетки-хозяина. При за¬ 
ражении такими вирусами хозяйская ДНК не разрушается, 
а продолжает функционировать и направлять синтез белков. 

РЕПЛИКАЦИЯ ФАГОВОЙ ДНК 

Репликация ДНК фагов протекает в соответствии с общим 
механизмом репликации, описанным в гл. 7. Однако детали 
этого механизма варьируют в зависимости от того, реплици¬ 
руется ли фаговая ДНК в виде кольцевой или в виде линей¬ 
ной молекулы. Репликация кольцевой молекулы ДНК может 
происходить двумя разными способами. При симметричном 
способе репликации обе нити родительской молекулы ДНК 
играют одинаковую роль. Такого типа репликация описана 
в гл. 7. При асимметричном же способе одна из нитей роди¬ 
тельской молекулы остается целой, замкнутой в кольцо, 
тогда как другая нить становится линейной. Этот тип репли¬ 
кации известен под названием модели «катящегося кольца». 
На рис. 15.10 показано, как таким способом реплицируется 
кольцевой половой фактор Escherichia coli. Подобный меха¬ 
низм используется некоторыми фагами для образования ли¬ 
нейных молекул ДНК из кольцевых репликативных промежу¬ 
точных форм. 

іВ случае фагов, содержащих одно цепочечную ДНК, про¬ 
никшая в клетку молекула с помощью бактериальной ДНК- 
шліимеразы быстро превращается в двухцепочечную, после 
чего репликация происходит по обычному полукоінсерватиів- 
ному механизму. Однако вскоре такая обычная репликация 
прекращается, и вместо этого начинается новый фермента¬ 
тивный процесс, при котором на двухцепочечной матрице 
образуются цепи только одного типа. В конце концов эти 
новые отдельные цепи молекулы ДНК включаются в части¬ 
цы фигового потомства. 

В процессе репликации в молекулах фаговой ДНК слу¬ 
чайно могут произойти замены отдельных пар оснований 
[мутации), а также разрывы и воссоединения цепей. Если 
бактериальная ,клетка заражается одновременно двумя гене- 
тиічески различающимися, но родственными фагами, то в ре¬ 
зультате таких разрывов и воссоединений образуются ре¬ 
комбинантные молекулы фаговой ДНК. Возникновение му¬ 
таций и рекомбинация у фагов более подробно описаны в 
гл. 13, 14 и 15. 


СОЗРЕВАНИЕ ФАГОВЫХ ЧАСТИЦ 

Вскоре после начала репликации фаговой ДНК начинается 
синтез «поздних» вирусных информационных РНК на тех 
участках ДНК-матрицы, которые до этого не транекрибиро- 
173 вались. В результате трансляции этих поздних информаци¬ 
онных РНК образуется второй набор вирус-специфических 






Рис. 12.13. Электронные 
микрофотографии тон¬ 
ких срезов клеток Е. со- 
Іі (Х25 700), показыва¬ 
ющие последовательные 
этапы развития фага в 
этой бактерии. Л. Неза¬ 
раженная клетка. Б. 
Клетка через 4 мин по¬ 
сле заражения. Видно 
изменение структуры 
ДНК-содержащей об¬ 
ласти (светлая часть 
клетки). В. 10-я минута 
после заражения. Г. 12-я 
минута после заражения. 
В тех областях клетки, 
которые содержат ДНК, 
начинают появляться 
первые новые фаговые 
тельца или конденсаты 
ДНК (темные пятна). 
Д. 30-я минута после 
заражения (незадолго до 
лизиса). Внутри зара¬ 
женной клетки видно 
много фаговых частиц. 
(С любезного разреше¬ 
ния Е. Келленбергера, 
Е. Бой-де-ла-Тура, Ж. 
Сешо и А. Рейтера.) 


; 


белков, в том числе и субъединицы вирусного капсида. Од¬ 
новременно с накоплением субъединиц капсида происходит 
конденсация молекул вирусной ДНК. В результате взаимо¬ 
действия со специфическим вирусным белком, так называе¬ 
мым «конденсирующим веществом», каждая молекула ДНК 
плотно упаковывается в виде многогранника (рис. 12.13). 
Затем с этими конденсатами связываются субъединицы кап¬ 
сида, и образуются уже зрелые головки фага. В случае 
Т-четных фагов за счет полимеризации других фаговых субъ¬ 
единиц образуется хвостовой отросток, и созревание завер¬ 
шается оборкой отростков и головок в полные вир ионы. 

Этот процесс самосборки управляется неизвестными пока 
продуктами определенных генов вируса. Под действием про¬ 
дуктов этих «морфопоэтических» генов, например, особые 
капсомеры помещаются в определенные места частицы, и в 
результате образуются вершины полиэдрической головки фа¬ 
га. Если фаги несут мутации по генам морфоіпозза 1 , то про- 
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1 Такие мутации детальны, поэтому их можно изучать только в случае 
«условно-летальных» мутаций, которые в одних хозяевах проявляются, а в 
других — нет (см. гл. 14). 










Рис. 12.14. Полиголовки 
фага Т4. А. Полиголов¬ 
ки внутри частично ли¬ 
зированной клетки. Вид¬ 
на адсорбированная на 
поверхности клетки ча¬ 
стица фага. Б. Полиго¬ 
ловки, фиксированные 


формальдегидом и конт¬ 
растированные фосфо- 
вольфрамовой кислотой. 
Для сравнения в препа¬ 
рат добавлена интакт¬ 
ная частица фага. [Fav- 
re R., Boy de la Tour Е., 
Segre N., Kellenberger E., 


Studies on the morpho- 
poiesis of the head of 
phage T-even. I. Morpho¬ 
logical, immunological 
and genetic characteriza¬ 
tion of polyheads, J. Ul¬ 
trastructure Res., 13, 318 
(1965).] 



исходит неправильная полимеризация капсомеров и образу¬ 
ются причудливые структуры, например «полиголовки» или 
«іполичехлы» (рис. 12.14). 

ВЫСВОБОЖДЕНИЕ ЗРЕЛЫХ ВИРИОНОВ 

При литической инфекции в конце латентного периода в 
клетке появляется еще один «поздний» вирус-специфический 
белок — фаговый лизоцим. Это фермент воздействует на леіп- 
тидоігликановый слой стенки бактериальной клетки, гидро¬ 
лизуя связи между остатками сахара в цепях остова слоя. 
В результате стенка постепенно становится все менее проч¬ 
ной и в конце концов разрывается под действием внутрикле¬ 
точного осмотического давления, а фаговое потомство выхо¬ 
дит вместе с остальным содержимым клетки в окружающую 
среду. 

Хотя обычно фаги высвобождаются из клетки-хозяина в 
результате ее лизиса, из этого общего правила имеется ис¬ 
ключение, которое составляют нитевидные ДНК-содержа- 
щие фаги, например фаг fd. В этом случае новосинтезирован¬ 
ные белки фаговой оболочки располагаются на клеточной 
мембране. Созревание фага и его высвобождение происходят 
175 в результате того, что фаговая ДНК выталкивается из клет- 








Рис. 12.15. Живая бак¬ 
териальная клетка, из 
которой высвобождают¬ 
ся частицы нитевидного 
фага. Микрофотография 
сделана через 30 мин 
после заражения и пос¬ 
ле того, как клетки бы¬ 
ли отмыты от неадсор¬ 
бировавшихся частиц 
фага. [Hofschneider Р. Н., 
Preuss А., М13 bacterio¬ 
phage liberation from in¬ 
tact bacteria as revealed 
by electron microscopy, 
J. Mol. Biol., 7, 450 

(1963).] 


ки и во время (Прохождения через мембрану соединяется с 
белком оболочки. Во время этого процесса высвобождения 
фаговых частиц ікл ежа-хозяин остается жизнеспособной и 
продолжает расти (рис. 12.16). 

ЛИЗОГЕНИЯ 

При оіп'исаініноім выше литическом цикле инфекции каждая 
зараженная клетка в (конце концов лизируется, высвобождая 
частицы вирусного потомства. Однако у многих бактериофа¬ 
гов взаимоотношения с хозяином могут складываться иначе. 
После проникновения в клетку геном такого вируса может 
репродуцироваться синхронно с геномом хозяина; бактерия 
при этом выживает и нормально делится, образуя клон за¬ 
раженных клеток. В большинстве клеток потомства струк¬ 
турных вирусных белков не образуется, и большая часть ге¬ 
нов вируса оказываются репрессированными. Однако изред¬ 
ка в отдельных клетках геном вируса спонтанно дерепресеи- 
руется, начинается литический цикл развития, клетки в кон¬ 
це концов лизируются и высвобождают зрелые вир ионы. 

Такое взаимоотношение вируса с хозяином называется 
лизогенией , а зараженные клетки, обладающие латентной 
способностью образовывать зрелые фаговые частицы, назы¬ 
ваются лизогенными. Бактериофага, способные к таким взаи¬ 
моотношениям с хозяином, называются умеренными , а при¬ 
сутствующий в клетках лизогенной культуры геном вируса 
называется профагом. 

Итак, когда чувствительный хозяин заражается частицей 
умеренного фага, то у проникшего в клетку генома фага по- 
176 являются две возможности. Он может либо начать быстро 




вегетативно размножаться, что завершается образов am ем 
зрелых вириоінов и лизисом клетки-хозяина, либо перейти в 
состояние профаіга и дать начало іклону лизогенных клеток. 
Когда к культуре чувствительной линии клеток-хозяев до¬ 
бавляется суспензия фаговых частиц и заражаются все бак¬ 
терии, некоторые клетки встают на путь «продуктивной» ин¬ 
фекции й лизируются, а остальные становятся лизогенными. 
Доля клеток, развивающихся по тому или иному пути, зави¬ 
сит от генетической .конституции хозяина, генома вируса іи 
от окружающих условий. Варьируя в опыте каждую из этих 
переменных, можно выяснить, какие факторы влияют на 
судьбу отдельной клетки. 

Такого типа опыты выявили следующую картину. В каж¬ 
дой только что зараженной клетке более или менее одновре¬ 
менно протекают три процесса: 1) транскрипция генома ви¬ 
руса и трансляция с образованием «ранних» белков, в том 
числе и репрессора или нескольких различных типов репрес¬ 
соров, подавляющих и репликацию вируса, и выражение ви¬ 
русных генов; 2) репликация генома вируса и 3) переход 
одного из реплицированных геномов (или сразу нескольких) 
в состояние профага. Поэтому судьба клетки, в которой ин¬ 
дуцируются все эти три процесса, зависит от исхода «состя¬ 
зания» между образованием репрессора и созреванием виру¬ 
са. Если зрелые вирионы и лизоцим успевают образоваться 
до того, как проявится действие репрессора, то клетка лизи¬ 
руется. Если же молекулы репрессора накапливаются доста¬ 
точно быстро и успевают выключить репликацию вируса и 
выражение его генов до того, как образуются зрелые вирио¬ 
ны и фаговый лизоцим, то клетка станет лизогенной. В ли¬ 
зогенной клетке профаг продолжает образовывать молекулы 
фагового репрессора, которые препятствуют как вегетативной 
репликации, так и созреванию фага. 

Молекулы репрессора не препятствуют той репликации 
профага, которая происходит синхронно с клеткой. Следо¬ 
вательно,, репликация профага и вегетативная репликация 
вируса предоставляют собой разные процессы; они будут рас¬ 
смотрены в следующих разделах. 

ЛИЗОГЕНИЯ Я-ТИПА 

Большинство исследований по выяснению природы профага 
и лизогенного состояния проведено с ДНК-'содержащим бак¬ 
териофагом Я, который сначала был обнаружен в виде про¬ 
фага, присутствующего в штамме К12 Е. соіі К Когда культу¬ 
ру штамма К12 выращивают в лабораторных условиях, при¬ 
мерно одна из ІО 4 клеток культуры лизируется и высвобож- 
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1 Штамм К12 относится к коллекции штаммов Е. соіі, выделенных от 
больных в госпитале Стенфордского университета. Случайно он был выбран 
для первых исследований по генетике бактерий и в результате стал стан¬ 
дартным штаммом в генетических исследованиях. 
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дает зрелые частицы фага X. Еще реже при делении возни¬ 
кает дочерняя клетка, не получающая копии профага. -Как 
говорят, такая клетка «'излечивается» от строф ага. Выделив 
«излечившуюся» н ел изогенную клетку и размножив ее, імы 
получим клетки, свободные от фага Х> которые можно снова 
заразить и лизогенизировать. Если для этого использовать 
мутант фага Х у то каждая лизогенная клетка наследует спо¬ 
собность образовывать частицы фага X мутантного типа. 

Эти данные показывают, что профаг X состоит из одной 
или нескольких копий генома фага. Где локализован этот 
геном фага X в лизогенной клетке? Каков механизм, обеспе¬ 
чивающий синхронную репликацию этого генома и почти 
обязательную сегрегацию его реплик ,в дочерние клетки? 

Чтобы ответить на эти вопросы, необходимо было прове¬ 
сти эксперименты по генетической рекомбинации лизогенных 
б акте р ий с н е л и з ог енн ьши (« изл ечивіш им ис я ») б актер и я ми 
или с лизогенными клетками, которые несут профаги, полу¬ 
ченные из разных мутантов фага X. Как будет показано в 
гл. 15, штамм К12 Е. соіі способен к рекомбинации посред¬ 
ством конъюгации, трансдукции или трансформации. При 
всех этих трех процессах участки бактериальной хромосомы 
от одной клетки (генетического донора) переносятся к дру¬ 
гой клетке (генетическому реципиенту). В результате этого 
реципиент становится частичным диплоидом, мерозиготой. 
Рекомбинация приводит к образованию в мерозиготе реком¬ 
бинантных хромосом, которые в конце концов сегрегируют, 
и получаются рекомбинантные дочерние клетки. 

Как мы увидим в гл. 15, опыты по рекомбинации позво¬ 
ляют проводить картирование бактериальной хіромосомыі 
Если донор и реципиент отличаются по нескольким генети¬ 
ческим признакам, то, проводя анализ рекомбинантов, можно 
определить, какие гены были унаследованы ими от родителя- 
донора, а какие — от реципиента. Чем ближе друг к другу 
расположены два гена на хромосоме донора, тем с более 
высокой частотой они будут совместно наследоваться одной 
и той же рекомбинантной клеткой. Такие гены называют 
тесно сцепленными. При рекомбинации нелизогенных донор¬ 
ных клеток с несущими строф аг X реципиентными клетками 
профаг X наследуется таким образом, как будто бы он зани¬ 
мает определенное место на хромосоме бактерии между ге¬ 
нами gal и Ыо , которые кодируют ферменты, участвующие 
соответственно в метаболизме галактозы и в биосинтезе био¬ 
тина. Следовательно, профаг X прикреплен к бактериальной 
хромосоме и реплицируется синхронно с ней. При клеточном 
делении каждая дочерняя клетка получает бактериальную 
хромосому вместе с прикрепленным к ней профагом X. 

Почти 10 лет природа этого прикрепления профага к хро¬ 
мосоме оставалась таинственной. В 1962 г. А. Кемпбелл 
/о (А. Campbell) высказал предположение, что профаг сое ди- 


Рис. 12.16. Образование 
профага X. Л. Адсорбция 
вирусной частицы. Б. 
Инъекция вирусной ДНК 
внутрь клетки. В. Замы¬ 
кание генома вируса в 
кольцо. Г . Спаривание 
гомологичных участков 
геномов вируса и бакте¬ 


рии. Д. Перекрест внут¬ 
ри спаренного участка. 
Е. Геномы фага и бак¬ 
терии объединяются, 
образуя единое кольцо. 
Заметьте, что участок 
прикрепления для про¬ 
фага X занимает в гено¬ 
ме бактерии определен¬ 


ное положение между 
локусами gal и bio (см. 
рис. 15.14). Четырьмя 
короткими вертикаль¬ 
ными черточками в ДНК 
фага X показан специфи¬ 
ческий участок прикреп¬ 
ления этой ДНК к хро¬ 
мосоме бактерии. 







няется с хромосомой в результате процесса, схематическій 
представ л еніносо ,на рис. 12.16. В соответствии с «моделью 
Кемпбелла» сразу после того, -как геном фага X проникает 
в клетку-хозяина, он замыкается в кольцо. Геном фага X 
имеет участок, который спаривается со специфическим участ¬ 
ком бактериальной хромосомы, расположенным рядом с ло¬ 
кусом gal. В результате единичного перекреста внутри обла¬ 
сти спаривания геном фага X оказывается встроенным в бак¬ 
териальную хромосому. Встроенный в хромосому геном и 
представляет собой профаг X. Начиная е этого момента он 
179 реплицируется уже как часть бактериальной хромосомы да- 
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Рис. 12.17. Превращение 
линейной формы генома 
фага X в кольцевую. • Л. 
На каждом из концов 
линейного генома фага 
X имеются взаимно комп¬ 


лементарные одноцепо¬ 
чечные участки. Б. Эти 
участки соединяются с 
образованием водород¬ 
ных связей между ком¬ 
плементарными основа¬ 


ниями. В, Полинуклео- 
тидлигаза «сшивает» 
цепь, и получается кова¬ 
лентно замкнутое коль¬ 
цо. 
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же iB toim случае, если репликация свободной ДНК фага пол¬ 
ностью подавляется фашвым репрессором. 

Модель Кемпбелла подтверждена множеством различных 
экспериментов. Показано, что содержащийся в зрелом ви- 
рионе геном фата X имеет одноцепочечные «липкие» концы 
с комплементарными последовательностями (рис. 12.17). Об¬ 
разование водородных связей 'между этими участками при¬ 
водит к тому, что ДНК фага X замыкается в кольцо. Затем 
такое кольцо сшивается ковалентно с помощью полинуклео- 
тидлигазы. 

Перекрест, в результате которого ДНК фига X встраива¬ 
ется в хромосому бактерии, осуществляется целым набором 
рекомбин а ционн ы х ф е рм ентов. Он и р а зрез а ют мол еку л ы 
ДНК, а затем соединяют разорванные концы уже в 'новых 
сочетаниях (ом. гл. 15). Те же самые ферменты, когда они 
действуют на структуру с уже интегрированным профагом, 
могут привести к его исключению. Как показ ано, именно 
такое исключение является первым этапом процесса, изредка 
приводящего к случайному образованию лизогенной клеткой 
зрелого вируса. Эти данные приводят к кажущемуся пара¬ 
доксу: если штамм К12 Е. соіі обладает полным набором 
рекомбина ционных ферментов, то что же препятствует ис¬ 
ключению профага X в подавляющем большинстве клеток 
лизогенной культуры? Этот парадокс был разрешен, когда 
выяснилось, что для интеграции генома фага X с хромосомой 
180 бактерии необходимы специфические ферменты рекомбин а- 







ции, которые 'кодируются гонами этого фага. Интеграция 
происходит до того, кан успел появиться репрессор фага А,; 
однаіко если репрессор ів (клетке (Появился, он подавляет ак- 
тиівность всех генов іфага Я, .в том числе и тех, которые опре¬ 
деляют синтез ферментов рекомбинации. В результате ис¬ 
ключение лрофага А, (всегда предотвращается; оно имеет мес¬ 
то лишь (В тех «редких клешах, в которых репрессор оказался 
иін акт иіви р о в анн ым. Инакт и© а ци ю р еп рессор а, кото рая при - 
водит к исключению профага и переключению его на лити¬ 
ческий путь развития, мы рассмотрим ниже. 

Как оказалось, описанные выше события происходят и 
при образовании профага рядом других фагое, родственных 
фагу \ (например, фагом 080, профаг (которого встраивается 
© хромосому рядом с локусом trp, (кодирующим ферменты 
биосинтеза триптофана). 

ЛИЗОГЕНИЯ Р1-ТИПА 

Многие бактериофаги, из которых лучше всего изучен фаг 
Р1, отличаются от фагоів группы А, двумя очень важными 
свойствами. Во-іперівых, опыты по рекомбинации между лизо¬ 
генными и нелизогенными клетками не выявили определенно¬ 
го места локализации профага Р1 и других фагоів этого ти¬ 
па на хромосоме бактерии. Иногда можно наблюдать пере¬ 
нос профага Р1 при конъюгации, но при этом не обнаружи¬ 
вается сцепления профага с определенными генами бактерии. 
Во-вторых, фиги Р1 и А, различаются по способу образования 
транісдуцирующих частиц, т. е. таких вириоіноів, которые со¬ 
держат фрагменты хозяйской ДНК. Как будет показано в 
гл. 15, транодупирующие частицы фагов типа А, содержат 
большой сегмент генома фага, ковалентно соединенный с 
сегментом хромосомы хозяина, находившимся рядом с мес¬ 
том интеграции профага. Как видно из рис. 15.20, транс- 
дуцирующая частица получается (в результате того, что обыч¬ 
ный процесс исключения профага происходит с небольшой 
ошибкой. Напротив, трансдуцирующие частицы типа Р1 со¬ 
держат © основном хозяйскую (бактериальную) ДНК. Ново- 
синтезированная фаговая ДНК составляет менее 10% ДНК 
тр аінсдуциру ющих частиц. Кроме того, фаги типа Р/1 спо¬ 
собны осуществлять трансдукцию любого сегмента бактери¬ 
альной хромосомы, тогда как фаг А, может переносить при 
трансдукции лишь те гены бактерии, которые расположены 
на хромосоме непосредственно рядом с сайтом его инте¬ 
грации. 

Таким образом, ни опыты по генетическому картирова¬ 
нию, ни анализ транісдуцирующих частиц не смогли выявить 
локализации про-фагов типа Р1 на хромосоме бактерии. ДНК 
фага Р1, выделенная из лизогенных клеток, оказывается 
кольцевой молекулой того же размера, что и молекулы ДНК 
181 в івирионах Р1; ее связи с бактериальной ДНК не обінаружи- 






.вается. Это .подтверждает внехромоеомную локализацию про- 

фвга Р1. 

/Весьма вероятно-, что профапи тияа Р1 прикреплены не 
к хромосоме, а к мембране клетки. Наличие на мембране 
таких мест прикрепления объясняет, по-'видимо му, упорядо¬ 
ченную репликацию и 'сегрегацию внехромосомных генети¬ 
ческих элементов—плазмид (что также будет рассмотрено 
ів гл. 15). Например, на мембране клеток штамма Е. соіі 
К12 имеются места прикрепления не только для хромосомы 
бактерии, но и для фактора F, плазмиды, которая служит 
«половым фактором» у Е. соіі. Как будет рассмотрено в 
гл. 15, механизмы репликации и сегрегации как хромосомы, 
так и фактора F связаны с прикреплением этих генетических 
элементов к мембране клетки. 

- Таким образом, фаг типа Р1 может реплицироваться син¬ 
хронно с клеткой в виде профага, который, по-видимому, 
прикреплен к клеточной мембране, или может пойти по лити¬ 
ческому пути и начать неконтролируемую вегетативную ре¬ 
пликацию. В большинстве лизогенных клеток литическое 
развитие предотвращается в результате действия фагового 
репрессора, точно так же, как это происходит в случае ли¬ 
зогении фагами типа X. Интересно, что можно выделить та-' 
кие мутанты Е. соіі , в которых профаг X не способен инте¬ 
грировать с ДНК хозяина и в которых устанавливается лизо¬ 
гения типа Р1, т. е. профаг X становится автономно реплици¬ 
рующимся элементом. 

РЕПРЕССИЯ И ИНДУКЦИЯ 

Механизм фаговой репрессии, который блокирует литическое 
развитие и тем самым позволяет поддерживать лизогенное 
состояніи е клетки, лучше всего изучен на примере штамма 
Е. соіі К12(Л). Выяснилось, что в геноме фага X имеется 
специальный ген (ген Сі), кодирующий белок-репрессор. 

В геноме фага X есть также и рецепторный участок, с кото¬ 
рым этот репрессор может специфически связываться. Если 
рецептор не занят репрессором, то идет репликация ДНК, 
транскрипция генов и образование вирус-специфических бел¬ 
ков. Если же молекула репрессора связалась с геномом фа¬ 
га, то подавляются и репликация, и выражение генов. Ис¬ 
ключение составляет лишь сам ген Сі — синтез белка-репрес¬ 
сора продолжается и после выключения всех других функций 
фага X. 

Часто возникают вирулентные мутанты умеренного фага. 
Такие мутанты не способны лизогенизировать'клетку-хозяи¬ 
на, хотя и сохраняют способность к литическому циклу ин¬ 
фекции. Их легко выявить, так как они образуют прозрачные 
бляшки на газоне чувствительных бактерий; не несущие та¬ 
ких мутаций частицы умеренного фага, наоборот, образуют 
182 мутные бляшки, поскольку многие клетки в области бляшки 



Рис. 12.18. Бляшки, об¬ 
разованные бактерио¬ 
фагом X дикого типа и 
его вирулентным мутан¬ 
том. Частицы дикого ти¬ 
па образуют мутные 
бляшки, так как проис¬ 
ходит вторичный рост 
лизогенизированных кле¬ 
ток. Мутантные частицы, 
которые не способны ли- 
зогенизировать бакте- 
рию-хозяина, образуют 
прозрачные бляшки с 
резко очерченными кра¬ 
ями. (С любезного раз¬ 
решения К. Реддинга.) 


становятся лизогенными и образуют микроколонии (рис. 12.18). 
При выделении вирулентных мутант оів фагов обнаружилось, 
что они бывают двух разных типов. Встречаются фага, у ко¬ 
торых ген Сі мутировал таким образом, что репрессор более 
уже не образуется, а бывают фаги, у которых изменен ре¬ 
цептор и реп рессор с ним не может связываться. 

Некоторые фаги, в том числе и фаг Я, являются инду- 
цибельными : если хозяйскую клетку подвергнуть какому-ли¬ 
бо из многочисленных воздействий, вызывающих поврежде¬ 
ния в ДНК, — ультрафиолетовому облучению, временному 
голоданию по тимину, обработке митомицииом С или алки¬ 
лирующими агентами, — то их профаги вступают на литиче¬ 
ский путь развития. Возможно, вызванные этими воздейст¬ 
виями повреждения в ДНК неспецифически связывают ре¬ 
прессор фага X, и его просто не хватает на то, чтобы забло¬ 
кировать рецепторный участок фага 1 . 

Массовую индукцию культуры, лизогенной по фагу Х у 
можно осуществить двумя способами. В основе одно,го из 
них лежит конъюгация (см. гл. 15), в ходе которой лизоген¬ 
ные клетки-доноры переносят свои хромосомы (включая и 
интегрированный профаг X) в нелиаргенные реципиенты. (По¬ 
скольку при конъюгации цитоплазма донорной клетки ре¬ 
ципиенту не передается (или передается в очень небольшом 
количестве), а в цитоплазме реципиента репрессор отсутст¬ 
вует, то происходит немедленная индукция перенесенного в 
реципиентную клетку профага. Этот процесс называется зи¬ 
готной индукцией. Можно также использовать для индукции 
такой мутант фага X по гену С ь который образует термо- 

1 В последнее время появились данные, что повреждения в ДНК инду¬ 
цируют специфическую систему репарации бактерии. С этой системой, по- 
видимому, связана АТФ-зависимая протеаза, которая специфически рас- 
м Q -з щепляет репрессор фага X. [Roberts J. W., Roberts С. W., Maunt D. W.. 
I oj proc. Natl. Acad. Sci. U. S., 74, 2283 (1977).] — Прим, nepee. 






лабильный репрессор. Мутантный р-еіпіресісор нормально 
функционирует при 37 °С, но денатурирует при 43°, тогда 
как репрессор дикого типа стабилен при обеих температу¬ 
рах. Культуру, лизогенизированную таким мутантом фага X, 
можно выращивать при 37° 1 С, а при переносе ее на 43° про¬ 
исходит массовая индукция. 

Как указывалось ранее, в растущей культуре штамма К12 
спонтанно лизируется и высвобождает вирионы фага X лишь 
одна из ~10 4 клеток на поколение. Это показывает, на¬ 
сколько мала вероятность того, что в популяции клеток в 
какой-то из них не образуется или не подействует ре¬ 
прессор. 

ИММУННОСТЬ 

Бели клетки лизогенной культуры адсорбируют частицы дру¬ 
гого фага, то они оказываются суперинфицироваяными. ДНК 
второго фага проникает в лизогенную клетку, но ее способ¬ 
ность к репродукции зависит от того, чувствительна ли она 
к тому репрессору, который образуется профагом, уже на¬ 
ходящимся в клетке. Если суперинфицирующий фаг нечувст¬ 
вителен к этому репрерсору, то он размножится и клетка 
лизируется, если же чувствителен, то суперинфекция будет 
абортивной , т. е. ДНК суперинфицирующего фага не будет 
реплицироваться, а в течение последующих клеточных деле¬ 
ний произойдет постепенное ее «разбавление». В этом слу¬ 
чае говорят, что лизогенные клетки иммунны к суперіинфици- 
рующему фагу. 

Если два фага проявляют чувствительность к одному и 
тому же репрессору, то они обладают одинаковой иммунно¬ 
стью и называются коиммунными. Например, если клетка 
содержит в виде профага один из штаммов Х у то она будет 
иммунна к суперинфекции любым другим штаммом фага X. 
Исключение, конечно, составляют вирулентные мутанты, ко¬ 
торые потому и вирулентны, что нечувствительны к своему 
собственному репрессору. Такой вирулентный мутант будет 
успешно супер инфицировать любую лизогенную по X клетку. 

Легко показать, что иммунность к суперинфицирующему 
фаігу обусловлена тем же самым репрессором, который от¬ 
вечает за поддержание лизогенного состояния. Например, 
облучение культуры, лизогенной но какому : нибудь индуци- 
бельному фагу, приводит одновременно к индукции профага 
и делает клетки неиммунными. Если сразу после облучения 
провести супериінфѳицию такой культуры, то все клетки ли¬ 
зируются, а получившееся фаговое потомство будет вести 
свое происхождение и от профага, и от супер инфицировав¬ 
шего фага. 

Иммунность необходимо отличать от той устойчивости к 
фигу, которая контролируется генетически. Устойчивость 
184 к фагу возникает в результате мутаций в хромосоме б акте- 



рИ'И, приводящих ік тому, что на поверхности іклежи не ока¬ 
зывается рецепторов для фата. В отличіие от иммунной клет¬ 
ки такая клетка, у которой устойчивость к фату обусловле¬ 
на генетически, не способна адсорбировать фаговые частицы. 

ДЕФЕКТНЫЕ ПРОФАГИ 

Время от времени в профагах происходят мутации или де¬ 
лении, которые делают профаг не способным к нормальному 
развитию. Мутация может, например, привести к тому, что 
утрачивается способность к вегетативной репликации или 
способность синтезировать какой-нибудь существенный для 
развития вирусный белок. Такие профиги называются де¬ 
фектными. Их присутствие в клетке выявляется по тому, что 
клетка сохраняет свою иммунность к суперинфекции коим- 
мунным фагом. Кроме того, если дефектный профаг полу¬ 
чился из индуцибельнопо фага, то обработка таких клеток 
индуцирующими агентами может по-прежнему дерепресси- 
ровать оставшиеся функциональными гены іпрофага и при¬ 
вести к лизису клетки под действием фигового лизоцима. 

Поэтому, обрабатывая клетки индуцирующими агентами, 
можно выявить наличие дефектных профагов в бактериях, 
выделенных из природных источников. Лизис клеток укажет 
на то, что они содержат какой-то индуцибелыный дефектный 
профаг. Это можно проверить, исследовав лизат под элект¬ 
ронным микроскопом для выявления в нем неполных капсид. 
В некоторых случаях можно показать присутствие в клетках 
дефектного п роф ага, проводя суперинф еіюци ю родствеиным 
фагом. Тогда в полученном лизате обнаруживаются реком¬ 
бинантные фаги, которые унаследовали одни гены от дефект¬ 
ного профага, а другие — от супериінфицирующего фага. 
Такой лизат может также содержать смесь нормального и 
дефектного фагов, причем в этом случае репродукция де¬ 
фектного фага оказывается возможной потому, что нарушен¬ 
ная у него функция восполняется суперинфицирующим 
фагом. 

РНК-СОДЕРЖАЩИЕ БАКТЕРИОФАГИ 

У многих бактериофагов генетическим материалом в вир ио¬ 
нах является одноцепочечная молекула РНК. 

Сразу же после того, как молекула вирусной РНК про¬ 
никает в цитоплазму клетки-хозяина, она опознается рибо¬ 
сомами как информационная. Рибосомы связываются с ней 
и синтезируют на этой РНК вирусные белки. Один из них 
представляет собой сложный белок, РНК-репликазу (РНК- 
заівисиімую РНК-полимеразіу) . Этот фермент осуществляет 
репликацию вирусной РНК, полимеризуя ріибонуклеозидтри- 
85 фосфаты и используя в качестве матрицы вирусную РНК. 





Рис. 12.19. Репликация 
РНК-содержащего ви¬ 
руса. А. Проникающая в 
клетку родительская 
нить обозначена знаком 
«+». Б. РНК-репликаза 
вируса образует двухце¬ 
почечную промежуточ¬ 


ную форму. В, Г. Дру¬ 
гая репликаза использу¬ 
ет эту форму в качест¬ 
ве матрицы и синтезиру¬ 
ет на ней ряд «+»-це- 
пей потомства. Д. Вы¬ 
тесняемые из комплекса 
родительская цепь и 


цепи потомства либо 
включаются в вирионы, 
либо используются реп- 
ликазой для образова¬ 
ния новых двухцепочеч¬ 
ных промежуточных 
форм. 



В процессе репликации РНК сначала образуется двух - 
цепочечная промежуточная форма. При этом попавшая в 
клетку цепь вирусной РНК (называемая «іплюю»-цеіпью) ис¬ 
пользуется релликазой в качестве матрицы для образования 
комплементарной ей «минус»-цеіпи (рис. 12.19). Затем репли¬ 
каза использует в качестве матрицы уже эту двухцепочеч¬ 
ную молекулу и синтезирует последовательно все новые и 
новые «плюіс»-іцели, причем каждая из них вытесняет преды¬ 
дущую из промежуточной репликативной формы. 

После того как новосинтезированные «плюс»-цепи выходят 
из состава репликативной промежуточной формы, они либо 
вновь используются релликазой для образования новой двух¬ 
цепочечной промежуточной формы, либо соединяются с кал- 
186 сомерами, образуя зрелые вирионы. 



















































































ВИРУСЫ животных 


НЕКОТОРЫЕ ВАЖНЫЕ ГРУППЫ 
ВИРУСОВ ЖИВОТНЫХ 

По мере развития исследований вирусов животных выясни¬ 
лось, что их ‘можно подразделить на ряд ігруіпіп, каждая из 
которых объединяет вирусы, обладающие многими общими 
свойствами. В некоторых случаях эти группы ібыли выделены 
только исходя из структуры вир ионов. Например, группа ли- 
корнавирусов включает все мелкие РНК-содержащие вирусы 
[«піикорна» (picorna) составлено из слов «‘маленький» (рісо) 
и РНК (RNA) ]. В других случаях для объединения вирусов 
в группу основанием служила их экология. Например, груп¬ 
па арбовирусов включает все вирусы., которые переносятся 
членистоногими (arthropod-borne) . Некоторые важные груп¬ 
пы вирусов животных описаны в табл. 12.2. 

ВЫЯВЛЕНИЕ ЧАСТИЦ 
ВИРУСОВ животных 
И ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИХ ЧИСЛА 

Некоторые методы определения числа частиц вирусов живот¬ 
ных совершенно аналогичны описанному выше методу под¬ 
счета числа бляшек для бактериофагов. И в тоім, и в другом 
случае частицы вируса наносят на поверхность слоя клеток- 
хозяев. Каждая частица заражает отдельную клетку слоя, и 
эта клетка становится центром инфекции для соседних 
клеток. 

Метод «оспин» состоит в том, что частицы вируса наносят 
на поверхность хо ри о а л л ан то иен о й мембраны куриного эмб¬ 
риона. Суспензию частиц вводят через маленькое отверстие, 
которое пробивают в яичной скорлупе и затем тщательно 
заклеивают. Яйца инкубируют до тех пор, пока каждый ви¬ 
рус не образует на мембране видимого невооруженным гла¬ 
зом повреждения, «оспины». Затем скорлупу удаляют и под¬ 
считывают число таких «оспин». 

Метод бляшек заключается в том, что частицы вируса 
• наносят на монослой клеток, растущих в плоском сосуде. 
После адсорбции вирусных частиц на клетках жидкую среду 
удаляют, а клетки покрывают слоем мягкого агара. Выходя¬ 
щие из первоначально зараженной клетки вирусные частицы 
могут достичь соседних клеток моінослоя, но далеко диф¬ 
фундировать ів агаре они не могут. После соответствующей 
инкубации каждая первично зараженная клетка приводит к 
образованию бляшки , или зоны зараженных клеток. Методы 
выявления бляшек для разных вирусов могут различаться. 
Некоторые вирусы вызывают цитопатический эффект, т. е. 

187 убивают хозяйские клетки. В этом случае для выявления 




ТАБЛИЦА 12.2 

ОСНОВНЫЕ ГРУППЫ ВИРУСОВ ЖИВОТНЫХ, СПОСОБНЫХ ВЫЗЫВАТЬ 
БОЛЕЗНИ У МЛЕКОПИТАЮЩИХ 
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Рис. 12.20. Бляшки, об¬ 
разуемые вирусом энце¬ 
фаломиокардита на слое 
животных клеток. По¬ 


казаны бляшки двух раз¬ 
ных генетически детер¬ 
минированных типов. 
Крупные бляшки (А) 


имеют диаметр 10— 
12 мм, тогда как мелкие 
(Б) — 0,5 мм. (С лю¬ 
безного разрешения Г. 
Либхабера.) 



б л яшеік іюпо л ьзу ю т к р а сит ел и, по -р а зн ежу окр а ш ив а ющи е 
живые и мертвые клетки (рис. 12.20). Если вирусы не уби¬ 
вают хозяйские клетки, то бляшки можно выявить, залив 
слой клеток таким реагентом, который специфически взаи¬ 
модействует с компонентами вируса, например, флуоресци¬ 
рующими антител аім и. 

іВирионы многих вирусов животных, каік имеющие оболоч¬ 
ку, так и лишенные ее, прочно связываются со специфиче¬ 
скими рецепторами на поверхности эритроцитов. На каждом 
вирионе имеется несколько участков адсорбции, поэтому он 
может связаться одновременно с двумя эритроцитами и об¬ 
разовать мостик между ними. Таким образом, если в суспен¬ 
зию эритроцитов добавить достаточное количество вирионов, 
эритроциты агглютинируют. Это явление называется гемаг- 
глютинацией, и іс его помощью можно быстро выявлять та¬ 
кие вирусы, которые адсорбируются на эритроцитах. На 
практике определяют гемагглютинирующую активность пос- 
ледовательнык разведений препарата вируса, а величина, 
обратная наивысшему разведению, еще проявляющему гемаг¬ 
глютинирующую активность, составляет титр препарата. На¬ 
пример, если препарат вируса вызывает геміагглютинацию 
в разведении 1:320, но уже не вызывает гем агглютинации 
в разведении 1 :640, то титр вируса в этом препарате ра- , 
вен 320. 

Описанный метод гемагглютинации представляет собой 
частный случай общего метода, известного под названием 
метода конечных разведений, когда определяют то наиболь¬ 
шее разведение препарата, при котором еще проявляется та 
190 или иная активность вируса, например вызываемая им гибель 





Рис. 12.21. Частицы ви¬ 
руса гриппа, на поверх¬ 
ности которых видны 
«выступы», или «шипи- 
ки». [Horne R. W. et al.. 
The structure and com¬ 
position of the myxoviru- 
ses. I. Electron microsco¬ 
pe studies of the struc¬ 
ture of myxovirus par¬ 
ticles by negative stain¬ 
ing techniques, Virology, 
11, 79 (I960).] 


животных-хозяев или патологическое .воздействие вируса на 
культуру ткани. 

Любым из перечисленных выше методов можно пользо¬ 
ваться для тестирования франций, получающихся на каждом 
этапе проведения очистки шруса. Если препарат вируса в 
достаточной степени очищен, то число содержащихся в нем 
вирусных частиц можно непосредственно подсчитать под 
электронным микроскопом. При этом обычно оказывается, 
что число инфекционных единиц существенно меньше числа 
тех частиц, которые выявляются морфологически. Отноше¬ 
ние инфекционных единиц к видимым частицам варьирует 
от 10 _1 для одних вирусов и вплоть до 10“ 4 или даже 10“ 5 
для других. 

РАЗМНОЖЕНИЕ ВИРУСОВ ЖИВОТНЫХ 


АДСОРБЦИЯ И ПРОНИКНОВЕНИЕ 

Адсорбция вирусов животных на клетке-хозяине начинается 
с того, что между участками адсорбции на поверхности ви¬ 
риона и рецепторными участками на поверхности клетки об¬ 
разуются нековалентные связи. 

У разных вирусов участки адсорбции различны по своей 
природе. У аденовирусов, например, каждый расположенный 
в вершинах икосаэдрического вириона пентамер несет ма¬ 
ленькую нить; эти нити и служат органами адсорбции. У мно¬ 
гих вирусов, имеющих оболочку, органами адсорбции слу¬ 
жат многочисленные шипики, которыми усеяна поверхность 
оболочки (рис. 12.21). Рецепторные участки на поверхности 
клеток-хозяев также бывают разными. Например, рецепторы 
для миксовирусов состоят из мукопротеидов, а рецепторы 
для полиовирусов — из липопротеидов. 

Вслед за адсорбцией происходит целый ряд событий, в 
том числе прохождение вириона через мембрану клетки и его 
191 «раздевание». В результате в цитоплазме клетки-хозяина 






оказывается свободная /нуклеиновая кислота вируса. Точная 
последовательность всех этих событий шока неясна и, по-ви¬ 
димому, для разных вирусов неодинакова. Иногда «разде¬ 
вание» вириона может начинаться тогда, когда он еще при¬ 
креплен к 'Мембране, как это, по-видимому, имеет место в 
случае полиовируса. В других случаях (например, вирус ос¬ 
пы) частично «раздевание» происходит под действием лизо* 
соміных ферментов на вирионы, содержащиеся внутри фаго-> 
цитозных вакуолей. Иногда весь процесс «раздевания» про¬ 
текает внутри цитоплазмы. 

ВНУТРИКЛЕТОЧНОЕ РАЗВИТИЕ 
ДНК-СОДЕРЖАЩИХ ВИРУСОВ 

Внутриклеточное развитие вируса начинается с транскрип¬ 
ции «/ранних» генов вируса и трансляции образующихся 
мРНК. Продуктами этих генов являются ферменты, которые 
необходимы для репликации вирусной ДНК. У большинства 
ДНК-содержащих вирусов ранняя транскрипция происходит 
в ядре и осуществляется хозяйской транскриптазой (ДНК- 
зависимой РНК-іполіИмеразой). Исключение составляют покс- 
вирусы, вирионы которых содержат свою собственную транс¬ 
криптазу. После «раздевания» вирусная транскриптаза акти¬ 
вируется, и в цитоплазме клетки-хозяина синтезируется 
«ранняя» информационная РНК. 

Ранняя вирусная информационная РНК транслируется 
рибосомами клетки-хозяина, и образуются ферменты, кото¬ 
рые обеспечивают репликацию вирусной ДНК. Репликация 
вирусной ДНК всегда, за исключением поксвирусов, проис¬ 
ходит в ядре клетки. ДНК реплицируется полуконсервативно 
и симметрично. С помощью ультрацентрифугирования экст¬ 
рактов клеток показано, что вирусная ДНК ассоциирована 
с частицами, содержащими липиды; это служит указанием 
на то, что в процессе репликации она может быть связана с 
мембраной. 

Некоторое время спустя после начала репликации ДНК 
происходит транскрипция «поздних» генов вируса, трансля¬ 
ция образованных РНК и синтез белков капсида. Как и в 
случае бактериофагов, происходит самосборка капсидных 
белков и молекул нуклеиновой кислоты и формирование зре¬ 
лых нуклеокапсидов. 

ВНУТРИКЛЕТОЧНОЕ РАЗВИТИЕ 
РНК -CO ДЕРЖАЩИХ ВИРУСОВ 

В общих чертах внутриклеточное развитие РНК-содержащих 
вирусов животных подобно развитию ДНК-содержащих ви¬ 
русов. Начинается оно с синтеза информационных цепей 
РНК, которые затем транслируются с образованием как фер¬ 
ментов репликации, так и капсидных белков. Далее проис- 
1 92 ходит репликация вирусной нуклеиновой кислоты, и наконец 


процесс созревания .завершается самосборкой нуклеокапси- 
дов. В зависимости от группы, к которой относится РНК-со- 
держащий вирус, синтез информационной РНК іможет идти 
тремя разными способами. У одной из групп — іпикорнавиру- 
сов — полигенной информационной РНК служит сама вири- 
онная РНК. После «раздевания» она сразу же транслирует¬ 
ся рибосомами хозяина, и в результате образуется единый 
гигантский полипептид, который расщепляется на несколько 
вирусных белков. Затем та же молекула РНК, но уже свобод¬ 
ная от рибосом, может реплицироваться, как описано ниже. 

У всех других групп РНК-содержащих (вирусов, за исклю¬ 
чением лейковирусов (РНК-содержащих онкогенных виру¬ 
сов), информационная нить РНК комплементарна той нити 
РНК, которая входит в состав вириона, и она образуется с 
помощью ассоциированной с вирионом РНК-зависимой РНК- 
полимеразы. В результате копирования вирионной РНК об¬ 
разуется ряд моноцистронных информационных РНК, каж¬ 
дую из которых рибосомы хозяина транслируют в вирусный 
белок одного определенного тина. В этом случае различие 
между «ранними» и «поздними» мРНК отсутствует. 

Совершенно иной механизм образования информационной 
РНК действует у лейковирусов. В этом случае в вирионе со¬ 
держится полимераза, которая использует вирионную РНК 
как .матрицу для синтеза комплементарной цепи ДНК. Затем 
происходит репликация этой ДНК и образуется двухцепо- 
чечная ДНК. Катализирующий эту реакцию ассоциирован¬ 
ный с вирионом фермент представляет собой РНК-зависимую 
ДНК-полимеразу и называется обратной транскриптазой. 
И молекулы информационной РНК, и новые вирионные мо¬ 
лекулы РНК синтезируются, по-видимому, на двухцепочеч¬ 
ной ДНК-матрице обычными ДНК-зависимыми РНК-поли- 
меразами. Значение такой промежуточной ДНК для онко¬ 
генеза (образования опухолей) будет обсуждаться ниже. 

У неонкогенных РНК-содержащих вирусов один из вирус¬ 
ных белков, транслированных с вирусной информационной 
РНК, представляет собой вирусную репликазу (РНК-зависи¬ 
мую РНК-полимеразу), осуществляющую синтез новых це¬ 
пей вирионной РНК (которые мы обозначаем здесь знаком 
« + »). Этот процесс подобен тому, который был описан ранее 
для РНК-содержащих фатов, и включает образование сна¬ 
чала двухцепочечной ( + /—) промежуточной формы РНК. 
Комплементарная минус-цепь (—) этой промежуточной 
формы служит затем матрицей в многократном синтезе но¬ 
вых вирионных ( + ) цепей. И в этом случае опять формиро¬ 
вание частиц происходит путем самосборки молекул нуклеи¬ 
новой кислоты (в данном случае РНК) и капсидных белков 
с образованием нуклеокансидов. 

Следует вспомнить, что вирионы одного класса вирусов 
193 (реовирусов) содержат двухцепочечную РНК- При внутри- 
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клеточном развитии этих вирусов происходят те же описан¬ 
ные выше 'процессы, но в ином сочетании. Ассоциированная 
с вирионом полимераза использует вирионную РНК в каче¬ 
стве матрицы для синтеза одноцепочечных информационных 
молекул РНК, комплементарных одной из родительских це¬ 
пей. Образованная в результате трансляции вирусной ин¬ 
формационной РНК вирусная репликаза превращает инфор¬ 
мационную іРНК в двухцепочечную форму, которая и вклю¬ 
чается в вирионы потомства. 1 

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ РЕКОМБИНАЦИЯ 

У ВИРУСОВ ЖИВОТНЫХ 

Для многих вирусов животных характерно явление генети¬ 
ческой рекомбинации: смешанное заражение двумя генети¬ 
чески маркированными вирусами может дать потомство, ко¬ 
торое наследует маркеры от обоих родителей. В качестве 
маркеров в этих исследованиях использовались такие мутант¬ 
ные признаки, как измененная морфология бляшек, устой¬ 
чивость к ингибиторам или измененный спектр хозяев. Суще¬ 
ствование рекомбинации показано для нескольких групп 
ДНК-содержащих вирусов, а также для двух РНК-содержа- 
щих вирусов, вируса гриппа (микеовирус) и полиовируса 
(пикорнавирус). В случае вируса гриппа, когда івирион со¬ 
держит несколько разных молекул РНК, рекомбинация от¬ 
ражает тот факт, что в процессе сборки зрелого вириона мо¬ 
лекулы РНК распределяются по частицам случайным обра¬ 
зом. На основании данных, полученных на полиовирусе, был 
сделан вывод, что при рекомбинации происходит спаривание 
молекул РНК с последующим разрывом и воссоединением 
цепей, т. е. рекомбинация молекул РНК происходит по меха¬ 
низму, аналогичному механизму рекомбинации молекул ДНК- 

ВЫСВОБОЖДЕНИЕ ВИРИОНОВ ИЗ КЛЕТКИ 

Существуют два основных механизма высвобождения вирио- 
нов вирусов животных из клетки. У одних вирусов нуклеокап- 
сид выводится из клетки с помощью почкования, так что ви¬ 
русная частица приобретает наружную оболочку, происхо¬ 
дящую из клеточной мембраны (рис. 12.5). Перед отпочко- 
выванием в мембрану клетки включаются некоторые вирус¬ 
ные белки, так что оболочка вируса содержит как вирусный 
материал, так и материал клетки-хозяина. Однако все липи¬ 
ды оболочки происходят из мембраны хозяина. 

Другие вирусы выходят из клетки через бреши в мембра¬ 
не; нуклеокапсиды свободных вирионов этих вирусов лише¬ 
ны оболочки. Когда вирус выходит из клетки таким спосо¬ 
бом, клетка обычно погибает, а в среде сразу появляется 
большое количество вирусных частиц. Напротив, если вирио¬ 
ны формируются путем почкования, то клетка-хозяин не обя- 
194 зательно погибает сразу же, и процесс высвобождения вирио- 



ноь может в этом случае (Продолжаться в течение многих 
часов. іВ некоторых случаях клетки-хозяева в ходе этого про¬ 
цесса продолжают делиться и живут неограниченно долго. 
Это (приводит к установившейся инфекции — возникает клон, 
все клетки которого непрерывно выделяют вирусные части¬ 
цы. Для поддержания такой установившейся инфекции со¬ 
всем не нужно повторнаго заражения клеток внеклеточным 
вирусам, поскольку при делении каждая дочерняя клеша 
приобретает внутрицитоплазматические вирусные частицы. 

ОНКОГЕННЫЕ ВИРУСЫ 

ОТКРЫТИЕ РОЛИ ВИРУСОВ 
В ЭТИОЛОГИИ ОПУХОЛЕЙ 

Обычные ткани животных образуются в результате регули¬ 
руемого, ограниченного роста клеток. Однако изредка клетка 
может выйти из-под регуляторного контроля щ начать нео¬ 
граниченно делиться, образуя ненормально разрастающуюся 
ткань. Такие разрастания называют опухолями или ново¬ 
образованиями. 

Некоторые опухоли, например большинство папиллом 
(бородавок), являются доброкачественными. Они остаются 
локальными и не причиняют животному вреда. Другие ока¬ 
зываются злокачественными. Они характеризуются инвазив¬ 
ным ростам, и в результате тот орган, в котором они возник¬ 
ли, повреждается, а животное погибает. Часто вышедшие из- 
под контроля клетки покидают опухоль и образуют новые 
очаги в других частях тела. Злокачественную опухоль не¬ 
редко называют раком. 

Обычно опухоли называют по той ткани, в которой они 
образуются, добавляя к названию ткани суффикс -ома, на¬ 
пример лимфома, миома, саркома, аденома и так далее. Од¬ 
нако злокачественную опухоль кроветворной системы («рак 
крови») принято называть лейкозом. 

Первое указание на связь между вирусами и рзком было 
получено в 1908 г., когда В. Эллерман (V. Elllerman) и О. Банг 
(О. Bang) показали, что здоровых кур можно заразить не¬ 
которыми видами лейкемии, вводя им не содержащие клеток 
фильтраты крови больных лейкемией кур. Через несколько 
лет П. Раус (Р. Rous) показал, что аналогичным образом 
можно у кур (передавать саркому. В то время на эти откры¬ 
тия внимания не обратили. Только в 1932 г., когда Р. Шоуп 
(R. Shope) доказал, что папиллома кроликов имеет вирус¬ 
ное происхождение, была признана та роль, которую игра¬ 
ют вирусы в индукции опухолей. 

Важным этапом явилось выявление природных путей пе¬ 
редачи индуцированного вирусами рака. В 1936 г. Дж. Бит¬ 
тнер (J. Bittner) показал, что рак молочных желез у мышей 
195 вызывается вирусом, который передается потомству с мо- 
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лаком 'матери. Работа Биттнера привела к пониманию неко- 
торых важных аспектов индуцируемого вирусами ірака. Во- 
первых, оказалось, что у животного, зараженного онко ген¬ 
ным вирусом при рождении, опухоль может развиться лишь 
по достижении им зрелого возраста. «Во-вторых, способность 
вируса индуцировать образование опухоли зависит от опре¬ 
деленных внешних факторов (например, от физиологии хо¬ 
зяина), и с высокой частотой индукция происходит только у 
тех животных, которые подвергаются характерной для бере¬ 
менности гормональной стимуляции. Такие опухоли могут 
развиться даже у самцов мышей, зараженных вирусом, если 
им в течение длительного времени вводился гормон эстра¬ 
диол. 

ТРАНСФОРМАЦИЯ НОРМАЛЬНЫХ 

КЛЕТОК в ОПУХОЛЕВЫЕ 

Индукцию опухоли вирусом in vivo можно воспроизвести и 
в культурах ткани. Если чувствительную культуру ткани за¬ 
разить опухолеродным вирусом, то некоторые зараженные 
клетки приобретают способность к нерегулируемому росту. 

Этот процесс, который был назван трансформацией 1 , вы¬ 
зывает ряд поразительных изменений в свойствах клетки. 
Большинство клеток животных в культуре ткани проявляют 
контактное торможение. Такие клетки передвигаются более 
или менее случайно посредством амебоидного движения и 
делятся последовательно до тех пор, пока не приходят в 
контакт друг с другом. Контакт между клетками подавляет 
как движение клеток, так и их деление. В результате нор¬ 
мальные клетки образуют на поверхности стеклянного сосу¬ 
да монослой. Трансформированные же клетки не проявляют 
контактного торможения и образуют в культуре ткани опу¬ 
холевидные скопления. Более того, те клетки, которые были 
трансформированы в культуре ткани, вызывают опухоли при 
их введении в животное-хозяина. 

Эффективность трансформации сильно варьирует в зави¬ 
симости от вируса. Например, вирус саркомы Рауса транс¬ 
формирует практически каждую зараженную им клетку. Дру¬ 
гие онкогенные вирусы могут трансформировать лишь одну 
из ІО 3 — ІО 5 зараженных клеток. Чтобы наблюдать трансфор¬ 
мацию, необходимо предотвратить летальное действие виру¬ 
са. Для этого можно использовать непермиссивные клетки- 
хозяева, т. е. клетки такого животного, которое не способно 
поддерживать летальную вирусную инфекцию. Например, 
вирус полиомы летально инфицирует клетки почки или эмб¬ 
риональные клетки мыши, но не клетки крысы или хомячка. 
Последние являются для вируса полиомы непермиссивными 
и трансформируются им, хотя и с низкой эффективностью. 

1 Термин «трансформация» используется в биологии также и для обо- 
значения совершенно иного процесса — образования рекомбинантных бак- 
196 терий путем включения выделенной из донорных клеток ДНК (см. гл. 15). 


ТИПЫ ОПУХОЛЕРОДНЫХ ВИРУСОВ 


Онкогенные (опухолеродные) вирусы обнаружены среди не¬ 
скольких групп ДНК-содержащих вирусов — аденовирусов, 
герлесвируоов, поксвирусов и паповавируоов. Многие экспери¬ 
ментальные работы но изучению механизма образования опу¬ 
холей проведены с вирусами, относящимися к этой последней 
группе, В эту труппу входят вирусы полномы (вызывающие 
разнообразные опухоли у новорожденных мышей), вирусы па¬ 
пилломы (вызывающие доброкачественные бородавки у че¬ 
ловека и млекопитающих) и обезьяний вирус SV40, который 
был выделен из культур клеток макака-резуса, использовав¬ 
шихся для размножения полиовируса при производстве вак¬ 
цины. 

Основное внимание было уделено вирусу полиомы, что 
обусловлено его небольшими размерами: ДНК этого вируса 
кодирует всего лишь пять белков. С помощью тестов да 
комплементацию между термочувствительными мутантами 
(этот тест описан в гл. 13) было показано, что геном этого 
вируса действительно содержит пять генов. Два из них, ко¬ 
торые транскрибируются на поздней стадии инфекции, конт¬ 
ролируют образование капсида, а два других гена, транскри¬ 
бирующихся в начале инфекции, участвуют в процессе транс¬ 
формации. -Продукт одного из этих ранних генов, вероятно, 
участвует в интеграции вирусной ДНК с геномом хозяина 
(см. ниже). Продукт другого раннего гена участвует, по-ви- 
димому, в тех изменениях, которые выводят клетку-хозяина 
из-под нормального контроля и придают ей свойства, харак¬ 
терные для трансформированного состояния. 

Из РНК-содержащих вирусов вызывать опухоли (способ¬ 
на лишь ограниченная группа — вирусы лейкемии, лимфомы 
и саркомы мышей, кошек и кур, а также вирус рака молоч¬ 
ных желез мышей. Все они близки по своим физико-химиче¬ 
ским свойствам и объединяются в группу лейковирусов. Спо¬ 
собность этих вирусов вызывать опухоли связана, видимо, 
с характерным для них уникальным способом репродукции. 
С вирионами этих вирусов ассоциирована обратная транс¬ 
криптаза, которая образует ДНК-копию вирионной РНК. Эта 
ДНК-копия способна переходить в состояние провйруса, 
встраиваясь, вероятно, в геном хозяина (см. ниже). 

СОСТОЯНИЕ ГЕНОМА ВИРУСА 

В ТРАНСФОРМИРОВАННЫХ КЛЕТКАХ 

После того как трансформация, вызванная ДНК-содер- 
жащим вирусом, прошла, в клетках индуцированной опухо¬ 
ли или в трансформированных клетках культуры ткани ин¬ 
фекционных частиц вируса уже не обнаруживается. Тем не 
менее можно показать, что н трансформированной клетке 
присутствует и при каждом ее делении воспроизводится но 
197 крайней мере часть, а может быть, и весь геном .вируса. На- 




пример, если выращивать трансформированные «летки вме¬ 
сте с обычными чувствительными клетками в таких условиях, 
которые способствуют слиянию клеток, то можно наблюдать 
.появление свободных вирусных частиц. Следовательно, про¬ 
исходящее в таких случаях слияние трансформированной 
клетки с нормальной приводит к полному выражению ла¬ 
тентного к ярусного генома. 

Присутствие в оііухолевой клетке по крайней мере части 
вирусного генома можно выявить двумя способами. Во-пер¬ 
вых, можно показать, что трансформированные клетки со¬ 
держат вирусные антигены, т. е. белки, которые кодируются 
генами вируса. Природа этих антигенов неизвестна, но это 
не белки капсида. Во-вторых, с /помощью гибридизации нук¬ 
леиновых кислот можно (показать, что трансформированные 
клетки содержат вирусную ДНК. 

В случае некоторых ДНК-оодержащих онкогенных виру¬ 
сов показано, что вирусная ДНК встраивается в ДНК клет¬ 
ки-хозяина. Если провести фракционирование ДНК транс¬ 
формированных клеток и с помощью гибридизации нуклеи¬ 
новых кислот определить в ней содержание /последовательно¬ 
стей вирусной ДНК, то окажется, что эти последовательности 
ковалентно связаны с последовательностями хозяйской 
ДНК. Такие опыты показали, что в каждой такой клетке при¬ 
сутствует более одной копии вирусного генома. 

Данные об интеграции ДНК, образованной обратной 
транскриптазой, и комплементарной РНК онкогенного ви¬ 
руса более косвенны. Такие последовательности вирусной 
ДНК обнаружены, например, в ядрах лейкемичееких клеток, 
но прямых данных о том, 'что они ковалентно связаны с ДНК 
хозяйской клетки, пока нет. (Однако, (Поскольку в вирионах 
опухолеродных вирусов присутствуют ДНК-специфические 
лигазы и нуклеазы (ферменты, которые могли бы осущест¬ 
влять встраивание генома вируса в ДНК хозяина путем раз¬ 
рывов и воссоединений), предполагается, что такое встраива¬ 
ние вирусной ДНК в геном хозяина действительно имеет место. 

Так как онкогенные вирусы способны переходить в состоя¬ 
ние провируса, это означает, что они могут передаваться дву¬ 
мя способами: горизонтально, когда вирус передается от 
клетки к клетке посредством высвобождения івирионов из 
клетки и их адсорбции на других клетках, и вертикально, 
когда вирус передается от поколения к поколению в виде 
провируса. Если вирус попадает в клетку зародышевого пути 
животного, он может быть передан вертикально следующему 
поколению животных. Эта возможность лежит в основе мно¬ 
гих теорий этиологии рака, которые будут обсуждаться ниже. 

СХОДСТВО МЕЖДУ 

ТРАНСФОРМАЦИЕЙ ВИРУСОМ И ЛИЗОГЕНИЕЙ 

Поразительно то сходство, которое имеется между транюфор- 
198 мацией вирусами животных и лизогенизацией бактериофага- 


ми, описанной ранее ів этой главе. !В обоих случаях клетка- 
хозяин в результате заражения -приобретает латентный ге¬ 
ном вируса, или ідровирус, который реплицируется как часть 
генома хозяина или по крайней мере синхронно с ним. В обо¬ 
их случаях один или несколько генов вируса продолжают 
оставаться аікт.ивньши, и это сообщает клетке новые свойст¬ 
ва. Так, изменяются некоторые свойства поверхности клетки- 
хозяина: лизогенная бактерия может приобрести новый по¬ 
верхностный антиген, а трансформированные клетки живот¬ 
ных утрачивают способность к контактному торможению. 

Существует, однако, /по крайней мере одно важное раз¬ 
личие между трансформацией и лизогенией. Как мы уже го¬ 
ворили, /поддержание лизогенного состояния обусловлено тем, 
что в клетке (Постоянно образуется фаговый репрессор, вы¬ 
ключающий функционирование почти всех генов фага. Дан¬ 
ных о существовании репрессоров в трансформированных 
клетках животных нет. /Наоборот, продуктивная инфекция 
не (Происходит, по-видимому, .именно потому, что у непермис- 
сивного хозяина отсутствуют іка'кие-то факторы, /необходимые 
для развития вируса 1 . 

РОЛЬ ДНК -CO ДЕРЖАЩИХ ВИРУСОВ 

В ИНДУКЦИИ РАКА У ЧЕЛОВЕКА 

Установлено, что этнологическими агентами рака, встречаю¬ 
щегося у животных в природе, могут быть ДНК-содержащие 
вирусы, относящиеся к двум группам. Это папилломавирусы, 
которые вызывают злокачественные бородавки у кроликов, 
доброкачественные бородавки у других животных и у чело¬ 
века, а также герпесвирусы , вызывающие лимфому у кур 
(болезнь Марека) и аденокарциному почек у лягушек. 

Многие обнаруженные в тканях человека вирусы (напри¬ 
мер, аденовирусы) могут вызывать опухоли при введении их 
животным, однако до сих пор из опухолей человека выделе¬ 
но лишь небольшое число онкогенных вирусов. Главным ис¬ 
ключением из этого правила является один из гериесвирусов, 
названный вирусом Эпштейна—Барра (вирус ЭБ). Этот вирус 
был выделен впервые из летальной формы рака человека — 
лимфомы Бэркитта, и, по-видимому, идентичный вирус был 
позднее -выделен из клеток карциномы /носоглотки человека. 
Вирусы ЭБ являются настоящими онкогенными вирусами и 
при введении их обезьянам приводят к злокачественным лим¬ 
фомам. Они оказывают также уникальное действие на лим¬ 
фоциты приматов — единственный тип клеток, которые мо- 

1 Следует помнить, что каждая бактериальная клетка-хозяин может 
как пойти по пути литической инфекции, так и стать лизогенной. Исход 
в этом случае зависит от конкуренции между теми факторами, которые 
регулируют образование репрессора. Наоборот, клетки животных являются 
либо пермиссивными, либо непермиссивными хозяевами. Данный вирус 
всегда детален для пермиссивного хозяина и трансформирует непермис- 
1 99 сивного. 





гут 'быть экспериментально заражены вирусом ЭБ. Заражен¬ 
ные этим вирусом клетки «трансформируются» и (Приобре¬ 
тают способность и непрерывному росту в культуре и спо¬ 
собность вызывать у обезьян злокачественные опухоли. 

Недавно, однако, было обнаружено, что вирус ЭБ в ла¬ 
тентном состоянии присутствует в лимфоцитах значительной 
части населения США, не вызывая явных признаков болез¬ 
ни. Свободные вирионы ЭБ обнаружены в гортани людей, 
больных инфекционным мононуклеозом (болезнь, не относя¬ 
щаяся к злокачественным новообразованиям), а в крови 
этих больных в высоком титре присутствуют антитела про¬ 
тив этого вируса. Таким образом, вирус ЭБ в латентной 
форме присутствует у многих здоровых людей, но высвобож¬ 
дается из клеток в виде зрелых вирионов лишь у тех, кто 
страдает лимфомой Бэркитта или карциномой носоглотки, а 
также у больных инфекционным мононуклеозом. Все эти ви¬ 
русы ЭБ не удается отличить друг от друга с помощью су¬ 
ществующих лабораторных методов исследования. Их ДНК 
хорошо гибридизуются друг с другом, и они образуют иден¬ 
тичные антигены. Однако эти вирусы могут представлять со¬ 
бой генетически различные штаммы с разной патогенностью. 

Несмотря на то что вирусы ЭБ ассоциированы с болезнями 
человека, им нельзя приписать этиологической роли ни в ин¬ 
фекционном мононуіклеозе, ни в индукции опухолей у челове¬ 
ка. Если они действительно играют роль в возникновении 
этих болезней, то неясно, почему они вызывают болезнь 
лишь у незначительной части людей среди тех, у кого они 
встречаются. Возможно, в индукции опухолей, ассоциирован¬ 
ных с вирусом ЭБ, участвуют другие типы вирусов (так, в клет¬ 
ках лимфомы Бэркитта обнаружен РНК-содержащий вирус). 

Тот факт, что из опухолей человека не выделено других 
' ДНК-содержащих онкогенных вирусов, вовсе не исключает 
их возможной роли в возникновении рака. Во-первых, отсут¬ 
ствие эпидемиологических данных об инфекционности не мо¬ 
жет считаться убедительным, так как опыт работы с онкоген¬ 
ными вирусами на экспериментальных животных показыва¬ 
ет, что от инфекции до возникновения опухоли может пройти 
очень длительное время. Во-вторых, не исключено, что ДНК- 
содержащие онкогенные вирусы передаются вертикально от 
родителя к детям, вызывая рак только тогда, когда под дей¬ 
ствием определенных внешних факторов, например канцеро¬ 
генов или облучения, активируются гены вируса, ответствен¬ 
ные за трансформацию. 

РОЛЬ РНК-СОДЕРЖАЩИХ ВИРУСОВ 
В ИНДУКЦИИ РАКА У ЧЕЛОВЕКА 

Показано, что РНК-содержащие онкогенные вирусы вызы- 
200 вают многие формы рака у животных, в том числе лейке- 



мии, сар/комы и лимфомы у мышей, кошек и кур, опухоли мо¬ 
лочных желез у мышей. Каждое из этих заболеваний имеет 
свои аналоги у человека. Используя очень чувствительную 
методику, С. Спигелман (S. Spiegelman) с сотрудниками ис¬ 
следовали экстракты из опухолевых тканей человека на при¬ 
сутствие в них РНК-содержащих вирусов, родственных этио¬ 
логическим агентам соответствующих заболеваний животных. 

Эти исследователи искали частицы, которые обладали бы 
следующими свойствами. 1. Их плавучая плотность должна 
соответствовать плавучей плотности, характерной для РНК- 
содержащих опухолеродных вирусов. 2. В них должна со¬ 
держаться 70S-PHK, типичная для РНК-содержащих оніко- 
генных вирусов. 3. В них должна присутствовать обратная 
транскриптаза. 4. Эта обратная транскриптаза должна быть 
способна синтезировать ДНК, комплементарную 70S-PHK. 
5. ДНК, образованная обратной транскриптазой, должна 
быть гомологична РНК онкогенного вируса, вызывающего 
аналогичного типа рак у животных. 

Во всех изученных случаях поиски оказались успеш¬ 
ными. Например, обладающие перечисленными выше свой¬ 
ствами частицы были обнаружены в лейкемичееких клетках 
человека, но не выявлялись в нормальных клетках. ДНК, 
синтезированная эндогенно этими частицами, гибридизова- 
лась с РНК вируса лейкемии мышей, но не с РНК других 
РНК-содержащих онкогенных вирусов. Такая же гомология 
была обнаружена между РНК частиц, выделенных из опу¬ 
холи молочных желез человека, лимфом и сарком человека, 
и РНК тех вирусов, которые вызывают аналогичные формы 
рака у мышей. 

Спигелман с сотрудниками пошли дальше и попытались 
выяснить, нельзя ли выделить подобные частицы из таких 
опухолей человека, для которых нет аналогов у животных. 
Были приготовлены экстракты из опухолей мозга, легкого и 
желудочно-кишечного тракта человека, и во всех случаях 
были обнаружены частицы, которые обладали всеми пере¬ 
численными выше свойствами. (Конечно, последний тест — 
на гомологию с РНК известного онкогенного вируса живот¬ 
ного— для РНК этих частиц провести было невозможно). 

Вопрос о том, действительно ли обнаруженные в опухо¬ 
лях человека РНК-содержащие частицы играют роль в этио¬ 
логии рака, окончательно не решен, так как до сих пор не 
показано, что эти частицы инфекционны или онкогенны. Од¬ 
нако в пользу их онкогенности говорит то, что их нуклеотид¬ 
ные последовательности гомологичны последовательности 
РНК-содержащих вирусов, вызывающих аналогичные опухо¬ 
ли у животных. 

Даже если будет доказано, что РНК-содержащие вирусы 
действительно несут гены, определяющие злокачественное 
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останется нерешенным. За редкими исключениями, которые 
считаются артефактами, обнаруженные в опухолях РНК-со- 
держащие вирусы обладают низкой инфекционностью. Те же 
РНК-содержа-щие вирусы, которые все-таки инфекционны и 
способны индуцировать опухоли, индуцируют их с очень 
низкой эффективностью. На основании этих фактов, а также 
исходя из того, что онкогенные вирусы способны переходить 
в состояние провируса и передаваться вертикально, были 
развиты три разные теории о связи РНК-содержащих виру¬ 
сов с раком 1 . Это теория провируса, теория онкогена и тео¬ 
рия протовируса. 

Из этих теорий самой простой и прямой является теория 
провируса. В соответствии с ней РНК-содержащие онкоген¬ 
ные вирусы передаются горизонтально от организма к орга¬ 
низму и (переходят в состояние провируса. Эти (вирусы вызы¬ 
вают рак, но образуется он не сразу после заражения, а не¬ 
сколько позднее в результате случайной активации тех 
генов (провируса, которые определяют трансформацию. Из¬ 
редка они могут передаваться и вертикально. По теории про¬ 
вируса геномы РНК-содержащих опухолеродных вирусов 
должны обнаруживаться лишь у части человеческой попу¬ 
ляции. 

Теория онкогена, которая была разработана Р. Хюбнером 
(R. iHuebner) и Г. Тодаро (G. Тобаго), отражает иную точку 
зрения, в соответствии с этой теорией в результате инфекции 
и интеграции провируса или в результате эндогенного гене¬ 
тического изменения на ранней стадии эволюции человека 
создался определенный набор генов, совместная активность 
которых (приводит к образованию РНК-содержащего вируса. 
Данный набор генов был назван в совокупности вирогеном; 
он включает один или несколько генов, активность которых 
приводит к злокачественной трансформации. Этот ген (или 
гены), ответственный за трансформацию, был назван онко¬ 
геном. 

Таким образом, предполагается, что вироген и входящий 
в его состав онкоген присутствуют в каждой клетке каждого 
человека и сохранились в течение всей эволюции человека 
потому, что они выполняют какую-то важную функцию. На¬ 
пример, возможно, онкоген играет роль в эмбриогенезе. 
И действительно, антитела против некоторых опухолевых ан¬ 
тигенов перекрестно реагируют с определенными антигенами 
нормальных эмбриональных тканей. При обычных условиях 
активность некоторых или даже всех генов, необходимых для 
развития вируса и для злокачественности, подавлена, но они 
могут дерепрессироваться под влиянием внешних факторов 
(таких, как химические или физические канцерогены). Де- 

1 Вирусогенетическая концепция возникновения опухолей была предло- 
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репрессия /может /привести к образованию івир ионов, к зло¬ 
качественности или и к тому, и к другому одновременно. 

В гипотезу онкогена поверили, когда было показано, что 
некоторые агенты, например бромдезоксиуридин, индуцируют 
появление вирионов во многих типах как нормальных, так и 
злокачественных клеток. -'Под электронным .микроскопом эти 
вирионы выглядят так же, как и івирионы РНК-оодержащих 
онкогенных вирусов. Онкогенность этих так называемых эн¬ 
догенных вирусов не доказана. В действительности многие из 
них не способны развиваться ни в той ткани, из которой они 
были выделены, ни в культуре клеток из других видов. Тем 
не менее тот факт, что после индукции они появляются во 
многих типах клеток, указывает на то, что все клетки живот¬ 
ных и человека содержат геномы РіНК-содержащих вирусов, 
возможно в виде синтезированных обратными транскрипта¬ 
зами ДНК провирусов. 

Теории провируса и онкогена приводят к разным выво¬ 
дам относительно состава ДНК в нормальных и опухолевых 
тканях. Согласно первой теории, участки, комплементарные 
последовательностям РНК-содержащих опухолеродных ви¬ 
русов, должны содержаться в ДНК опухолевой ткани, но их 
не должно быть в ДНК нормальной ткани. Напротив, по 
второй теории такие участки должны присутствовать в ДНК 
всех клеток, а различие между нормальными и раковыми 
клетками заключается ів проявляемой генами активности, а 
не в присутствии или отсутствии самих генов. 

Группа Опигелмана проверила эти предсказания теории, 
проведя исследование ДНК лейкемических клеток и нор¬ 
мальных лейкойитов человека на присутствие таких уникаль¬ 
ных последовательностей. Было обнаружено, что в ДНК лей¬ 
кемических клеток имеются участки, комплементарные по¬ 
следовательностям 70S-PHK тех частиц, о которых мы гово¬ 
рили ранее,—частиц, которые содержат обратную транс¬ 
криптазу и РНК которых гомологична по последовательности 
РНК вируса лейкемии мышей. В то же время в составе ДНК 
нормальных лейкоцитов таких участков обнаружено не было. 
Это подтверждает провирусную гипотезу, по крайней мере 
в отношении лейкемии человека. 

Теория протовируса была разработана Г. Темином (Н. Те-- 
min), который одновременно с Д. Балтимором (D. Baltimore) 
открыл обратные транскриптазы РНК-содержащих опухо¬ 
леродных вирусов. Темин предположил, что обратные транс¬ 
криптазы, которые теперь обнаружены уже как в заражен¬ 
ных, так и в незараженных клетках, играют какую-то роль 
в нормальном эмбриогенезе. В соответствии с этой теорией, 
некоторые гены (протовирусы) в нормальной клетке при дуп¬ 
ликации сначала транскрибируются с образованием РНК и 
далее с помощью обратной транскриптазы опять превраща- 
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ные сегменты вновь встраиваются в геном, но уже в новые 
его участки. (Такое встраивание может происходить в геном 
той же самой клеши или после переноса дуплицированного 
сегмента в соседнюю клетку). В результате создаются но¬ 
вые последовательности генов. Эти новые последовательности 
придают клетке новые функции в рамках нормального раз¬ 
вития. Однако иногда в этом процессе случаются ошибки, и 
в результате может создаться необычный набор генов, вы¬ 
ражение которых (приводит к появлению РНК-содержащих 
вирусов или к злокачественности, или к тому и к другому 
одновременно. Следовательно, согласно теории протовируса, 
РіНК-содержащие онкогенные вирусы возникают de novo как 
нарушение нормальной дифференцировки клеток. Сформи¬ 
ровавшись однажды, они могут передаваться горизонтально 
и действовать в качестве опухолеродных вирусов. Однако 
представляется, что рак возникает преимущественно из-за 
нарушений в нормальном процессе развития. 

Теория провируса поддается прямой экспериментальной 
проверке. Если, например, можно будет доказать, что те 
частицы, которые, как обнаружил Спигелман и его сотруд* 
ники, постоянно присутствуют в раковых тканях, онкогенны, 
то тем самым будет доказана их роль в этиологии рака. По 
этическим соображениям такие опыты на человеке провести 
нельзя, но для этого можно использовать лабораторных жи¬ 
вотных, в том числе и приматов. Таким образом, даже в слу¬ 
чае положительного результата эти опыты не смогут дока¬ 
зать роль вирусов в возникновении рака у человека. Однако, 
если окажется, что геном данного вируса не присутствует в 
ДНК опухолевых клеток, этот вирус уже нельзя будет счи¬ 
тать причиной возникновения данного типа рака. 

Гипотезы онкогена и протовируса проверить труднее. Для 
этого надо показать, что все нормальные клетки либо несут 
гены для образования РНК-содержащих вирусов и опухолей, 
либо могут образовывать их посредством генных дупликаций 
и іперестроек. Поэтому, хотя количество данных, указываю¬ 
щих на участие РНК-содержащих вирусов в этиологии по 
крайней мере некоторых видов рака у человека, непрерывно 
растет, вопрос об их действительной роли в этом процессе 
остается нерешенным. 
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13 МУТАЦИИ И ДЕЙСТВИЕ ГЕНА 
НА МОЛЕКУЛЯРНОМ УРОВНЕ 


Генетические исследования перешли на .молекулярный уро¬ 
вень в 1953 г., когда Дж. Уотсон и Ф. Крик выдвинули свою 
гипотезу о структуре ДНК. Особое значение предложенной 
ими імодели заключается в том, что она объясняет реплика¬ 
цию ДНК и механизм -мутаций на молекулярном уровне. По¬ 
скольку данные процессы лежат в основе наследственности и 
изменчивости, можно смело сказать, что во всей истории био¬ 
логии по своему значению с этим открытием может срав¬ 
ниться только созданная Дарвином теория эволюции: 

Модель структуры ДНК Уотсона и Крика и следствия из 
нее знакомы теперь всем студентам-биологам; эта тема 
вкратце обсуждалась в гл. 7. Основываясь на имеющихся 
представлениях, можно определить ген и мутацию в точных 
молекулярных терминах. Ген — это участок ДНК, последова¬ 
тельность оснований которого определяет в процессе транс¬ 
крипции последовательность оснований в молекуле РНК, а 
затем при трансляции — последовательность аминокислот в 
полипептидной цепи. Мутация — это любое стабильное изме¬ 
нение последовательности оснований ДНК, которое может 
даже не оказывать заметного влияния на фенотип 1 . 

Хотя полипептиды сильно различаются по длине, боль¬ 
шинство из тех, размер которых точно измерен, имеют мол. 
вес от 30 000 до 40 000, что соответствует цепи из 250—300 
аминокислотных остатков. Если мы /примем среднюю длину 
полипептидной цепи равной 300 аминокислотным остаткам, 
то, учитывая триплетность кода, получим, что ген должен со¬ 
держать в среднем около 1000 па-р нуклеотидов. 

Из-за мутационных замен в последовательности нуклеоти¬ 
дов каждый ген существует в виде ряда форм; различные му¬ 
тантные формы гена называются аллелями. Та форма, в ко¬ 
торой данный ген существует в микроорганизме, впервые вы¬ 
деленном из природной среды обитания (организм дикого 
типа), называется аллелем дикого типа этого гена; изменен¬ 
ные в результате мутации формы называют мутантными ал¬ 
лелями. 
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1 Понятие «ген» относят также к некоторым транскрибируемым, но не 
транслируемым участкам ДНК (таким, как гены, кодирующие транспорт¬ 
ные и рибосомные РНК), а также к некоторым нетранскрибируемым и не- 
транслируемым участкам (таким, как операторные участки, описанные на 
стр. 227). Следует также отметить, что в случае РНК-содержащих виру¬ 
сов гены представляют собой участки РНК, а не ДНК. 



ХИМИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ МУТАЦИЙ 


ТИПЫ МУТАЦИЙ 

Последовательность нуклеотидов в гене .может измениться 
ври мутировании несколькими способами. Чаще всего встре¬ 
чаются замены вар оснований, мутации со сдвигом рамки 
и крупные делеции. При замене вара оснований в опреде¬ 
ленном месте аллеля дикого типа, например ГЦ-вара, за¬ 
мещается в мутантном аллеле на другую вару, например АТ 
или ЦГ. При мутациях со сдвигом рамки (frame-shift), на¬ 
званных так из-за сдвига порядка считывания в .процессе 
трансляции (см. ниже), в определенном месте гена удаля¬ 
ются или вставляются одно или несколько оснований. При 
крупных делениях удаляется протяженная последователь¬ 
ность оснований, составляющая значительную часть гена. 
Крупные делении необратимы; в отличие от них замещения 
пары оснований и мутации со сдвигом рамки обратимы. 

МУТАГЕНЕЗ 

Наши (представления о (механизмах мутаций получены в ос¬ 
новном из экспериментов, в которых мутации индуцируются 
химическими веществами с известным способом воздействия 
на ДНК. К таким мутагенам относятся аналоги оснований, 
включающиеся в ДНК вместо обычных оснований; азотистая 
кислота, дезаминирующая (пуриновые и пиримидиновые 
остатки в ДНК; акридины, которые встраиваются между 
плоскостями соседних -пар оснований ДНК, увеличивая .рас¬ 
стояние между ними с 3,4 до 6 ,8 А; агенты, алкилирующие 
пуриновые и пиримидиновые основания по некоторым ато¬ 
мам азота в кольце. 

Эксперименты, посвященные изучению химических меха¬ 
низмов мутаций, проводились почти исключительно на бак¬ 
терии Escherichia coli и на ряде фагов, обычным хозяином ко¬ 
торых является эта бактерия. (В опытах с использованием 
нетоксичных мутагенов, например аналогов оснований, му¬ 
таген добавляют в ростовую среду и после ряда делений бак¬ 
териальные клетки высевают на чашки со средой, позволяю¬ 
щей отобрать мутантов определенного класса. Выбор класса 
мутаций определяется только возможностями эксперимента¬ 
тора и стратегией эксперимента, так как мутагены увеличи¬ 
вают частоту мутирования всех генов более или менее рав¬ 
номерно. Скорость мутирования в (присутствии мутагена 
можно определить разными способами (некоторые из них 
описаны в гл. 14); ее сравнивают со скоростью мутирования 
контрольной культуры в отсутствие мутагена. 

В случае токсичных мутагенов чаще всего применяют 
207 другой экспериментальный подход. Суспензию клеток обра- 






батывают 'мутагеном в течение определенного промежутка 
времени, а затем клетки отмывают от мутагена и высевают 
на чашки со средой, позволяющей отобрать растущие му¬ 
тантные клетки из популяции выживших клеток. Получен¬ 
ные результаты можно выразить количественно числом ин¬ 
дуцированных мутантов в расчете на число выживших кле¬ 
ток. 

Для выяснения механизма мутаций обычно осуществля¬ 
ют индукцию мутаций одним мутагеном и затем проверяют 
их способность «к реверсии, т. е. обратному мутированию, под 
действием других мутагенов. Обычный метод определения 
числа реверсий — посев промытой суспензии мутантного 
штамма на агар для селектирования ревертантов; например, 
можно посеять ауксотрофные клетки на агар, позволяющий 
отобрать прототрофных ревертантов. Каплю раствора мута¬ 
гена помещают непосредственно на чашку с агаром, так 
чтобы мутаген диффундировал по агару во все стороны, об¬ 
разуя градиент .концентрации. Если мутанты способны ре- 
вертировать под действием данного мутагена, то вокруг 
капли возникнет кольцо колоний ревертантов (рис. 13.1). 

Эксперименты по мутагенезу на бактериофагах прово¬ 
дятся в основном таким же образом. Химические вещества, 
способные модифицировать ДНК, добавляют непосредствен¬ 
но в суспензию фаговых частиц. Затем обработанные части¬ 
цы высевают на газоны штаммов бактерий, необходимых для 
обнаружения частиц с мутантными свойствами, например с 
измененной морфологией бляшек или иным спектром хозяев. 
Вещества, необходимые для репликации, например аналоги 
оснований, добавляют в культуру клеток-хозяев, заражаемых 
фагом, а высвобождающееся фаговое потомство тестируют с 
помощью посева на газон подходящих бактериальных 
штаммов. 

Молекулярная основа индуцированной мутагеном ревер¬ 
сии. Простые эксперименты по получению реверсий могут 
лишь показать, что восстанавливается исходный фенотип; 
если, например, в результате первичной мутации у штамма 
дикого типа была подавлена активность какого-либо фер¬ 
мента биосинтеза, то мутант, у которого функция этого фер¬ 
мента восстановлена, является ревертантом. 

Такое восстановление функции фермента может происхо¬ 
дить различными способами. Во-первых, за счет истинной 
обратной мутации, восстанавливающей исходную последо¬ 
вательность пар оснований. Если, например, в результате 
первичной мутации произошла замена пары оснований гуа¬ 
нин — цитозин (ГЦ) на пару аденин — тимин (АТ), то 
истинная обратная мутация приводит к восстановлению ГЦ- 
пары в этом положении. Во-вторых, восстановление функции 
фермента может происходить в результате замены на пару 
208 оснований, отличную и от исходной в штамме дикого типа, и 


Рис. 13.1. Индукция ге¬ 
нетической реверсии хи¬ 
мическими мутагенами. 
На каждую из 16 чашек 
нанесли примерно 2 -10 8 
клеток триптофан-зави- 
симого штамма Е. соіі. 
Агар содержал количест¬ 
во триптофана, достаточ¬ 
ное примерно для деся¬ 
тикратного увеличения 
числа клеток; этого не¬ 
достаточно для того, что¬ 
бы рост был заметен не¬ 
вооруженным глазом. 
На кружок фильтро¬ 


вальной бумаги или в 
лунку в агаре помещали 
каплю раствора мутаге¬ 
на (или стерильной во¬ 
ды в качестве контро¬ 
ля). В горизонтальных 
рядах представлены пре¬ 
параты, обработанные 
указанным слева мута¬ 
геном, в вертикальных — 
различные мутации в ло¬ 
кусе trp D. Отметьте, 
что trp D1 — мутация, 
обратимая всеми че¬ 
тырьмя мутагенами; 
trp D42 обратима толь¬ 


ко под действием диэтшь 
сульфата и |3-пропиолак- 
тона: trp D 10 обратима- 
только диэтилсульфа- 
том; trp D55 не реверти- 
рует под действием ни 
одного из использован¬ 
ных агентов. [Balbinder 
Е., The fine structure of 
the loci try C and try D 
of Salmonella typhimuri- 
um. II. Studies of rever¬ 
sion patterns and the 
behavior of specific alle¬ 
les during recombination, 
Genetics, 47, 545 (1962).] 
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от пары оснований, заместившей ее іпри первичной мутации; 
например, первичная мутация могла быть заменой ГЦ —^АТ, 
а обратная заменой АТ—ЩГ (вместо АТ—^ГЦ). В этом 
случае ревертант отличается от дикого типа одной парой ос¬ 
нований, но активность фермента остается на нормальном 
уровне из-за вырожденности кода благодаря тому, что в 
209 данном положении у реівертанта находится та же аминокис- 
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Рис. 13.2. Замещения пар 
оснований. Замещения, 
при которых пурин за¬ 
меняется пурином ил ц 
пиримидин — пиримиди¬ 
ном, называются транзи- 
циями. Замещения, при 
которых пурин заменя¬ 
ется пиримидином или 
наоборот, — трансверси¬ 
ями. 


лота, что и у дикого тиіпа, или из-за того, -что новая амино¬ 
кислота в том же .положении функционально эквивалентна 
аминокислоте дикого типа, которую она замещает. 

Кроме того, реверсия .может (произойти благодаря -второй 
мутации в другом сайте в том же или ином гене. Такие из¬ 
менения .в сайте, отличном от первого мутационного сайта, 
называются супрессорными мутациями. ТІри внутригенной 
супрессии вторая мутация приводит к замене в аминокис¬ 
лотной последовательности, компенсирующей первую заме¬ 
ну и восстанавливающей функцию фермента; при внегенной 
супрессии вторая мутация изменяет какой-либо компонент 
системы трансляции так, что ошибка кодирования, обуслов¬ 
ленная первой мутацией, исправляется. Механизмы супрессии 
будут обсуждаться ниже © настоящей главе: здесь мы только 
отметим, что супрессорные мутации возникают сравнительно 
часто. 

В большинстве опытов по выяснению механизмов мута¬ 
ций адекватность интерпретации данных зависит от того, на¬ 
сколько твердо можно считать, что произошла истинная об¬ 
ратная мутация. При истинной обратной мутации фенотип 
ревертанта совершенно неотличим от фенотипа дикого типа 
и при скрещиваниях между ревертантом и диким типом не¬ 
возможно получить выщепление исходной мутации; оно .воз¬ 
можно лишь в том случае, если ревертант несет как .первич¬ 
ную, так и супрессорную мутацию. 

Поскольку оба эти критерия негативны (предполагается 
отсутствие различий фенотипов и невозможность выщепле- 
ния первичной мутации), они не могут однозначно дока¬ 
зать, что произошла истинная обратная мутация. Тем не 
менее некоторые гипотезы о механизмах мутаций, предло¬ 
женные на основании экспериментов по обратным мутаци¬ 
ям, были прямо подтверждены путем анализа аминокислот¬ 
ной последовательности ферментов, выделенных из бакте¬ 
рий дикого типа, мутантов и ревертантов. 

Замены пар оснований , индуцированные мутагенами. Му¬ 
тации, (представляющие собой замену одной пары оснований 
на другую, можно разделить на два класса: мутации, при 
которых пурин замещается на другой пурин (или пирими- 
210 дин на другой пиримидин), — транзиции , и мутации, при ко- 
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Рис. 13.3. Изменения в 
образовании пар основа¬ 
ний в результате тауто¬ 
мерных переходов. Ти¬ 
мин в енольной форме 
(Л) образует водород¬ 
ные связи не с аденином, 
а с гуанином. Аденин в 
иминоформе (Б) образу¬ 
ет водородные связи не 
с тимином, а с цитози¬ 
ном. Аналогичные пере¬ 
ходы в гуанине и цито¬ 
зине также вызовут из¬ 
менения в спаривании 
оснований. (Сравните 
структуры, приведенные 
на этом рисунке, со 


\ 


структурами 

7.41.) 
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торых пурин замещается на пиримидин или наоборот, — 
трансверсии (рис. 13.2). 

Уотсон и Крик постулировали, что мутации, которые мы 
теперь называем транзициями, имеют место .в тех случаях, 
когда в каком-либо основании, функционирующем в соста¬ 
ве матрицы, происходит таутомерный переход. Предпола¬ 
гается, что основания находятся ів энергетически наиболее 
выгодных формах, показанных на рис. 7.41. Переход из ке¬ 
то- в енольную форму, например тимина, или переход аде¬ 
нина из амино- в иминоформу изменят специфичность обра¬ 
зования водородных связей, в результате тимин будет спа¬ 
риваться с гуанином, а аденин с цитозином (рис. 13.3). 

Таутомерные переходы такого типа, видимо, обуславли¬ 
вают мутагенную активность аналогов оснований, в частно¬ 
сти 5-бромурацила и 2-аминопурина. При добавлении в 
культуральную среду оба эти соединения легко .включаются 
в синтезируемую ДНК, причем бромурацил замещает ти¬ 
мин, а аминоіпурин — главным образом аденин. В ходе по¬ 
следующих циклов репликации эти аналоги претерпевают 
таутомеризацию гораздо чаще, чем обычные основания, и в 
в результате оба соединения вызывают транзиции АТ—>ТЦ. 
Но если одно из этих соединений образует неправильную 
пару с другим основанием в тот момент, когда оно включает¬ 
ся в состав ДНК, происходит транзиция ГЦ — *АТ. Пусть, 
например, бромурацил в момент включения был в енольной 
форме; тогда он образует пару с гуанином матрицы и за¬ 
местит цитозин. В ходе следующего цикла репликации, к на¬ 
чалу которого бромурацил снова перейдет в наиболее веро- 
211 ятную кетоформу, он вызовет включение в противоположную 
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Рис. 13.4. А. Если бром- 
урацил (БУ) включается 
в состав ДНК в кетофор- 
ме (БУк), то последую¬ 
щий таутомерный пере¬ 


ход во время реплика¬ 
ции вызывает транзи- 
цию АТ—>-ГЦ. Б. Если 
БУ включается в еноль¬ 
ной форме (БУ е ), то по¬ 


следующий таутомер¬ 
ный переход во время 
репликации вызывает 

транзицию ГЦ —кАТ. 
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цепь тимина. Таким образом, на месте ГЦ-іпары -в (конце кон¬ 
цов появится АТ -іпара (рис. 13.4). 

Третий мутаген, способный вызывать транзиции в обоих 
направлениях, — азотистая кислота. Она дезаминирует осно¬ 
вания ДНК, в результате чего аминогруппа заменяется гид¬ 
роксильной группой. Как показано на рис. 13.5, дезаминиро¬ 
вание аденина какой-либо АТ-пары превращает его в гипо¬ 
ксантин. При следующем цикле репликации гипоксантин об¬ 
разует пару с цитозином, приводя к транзиции АТ— ►ГЦ. 
Азотистая кислота вызывает также транзиции в обратном 
направлении (ГЦ —►АТ) путем дезаминирования цитозина 
с образованием урацила. 

Еще один известный индуктор транзиции — гидроксил- 
амин. Это соединение реагирует почти исключительно с ци¬ 
тозином. Непосредственный результат реакции — замещение 
аминогруппы оксиаминогруппой. Оксиаминопроизводное ци¬ 
тозина претерпевает частую таутомеризацию, приводя толь¬ 
ко к транзицияім ГЦ — ►AT. 

Наиболее мощный класс мутагенов — алкилирующие аген¬ 
ты, к которым, например, относятся горчичный газ, этилме- 
тансульфонат (ЭМС) и К-метил-И'-нитро-ІМ-нитрозогуанидин 
(сокращенно он называется нитрозогуанидином). Структур- 
212 ные формулы этих соединений приведены на на рис. 13.6. 
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Рис. 13.5. Пример мута¬ 
ции, индуцированной азо¬ 
тистой кислотой. Л. АТ- 
пара оснований ДНК. 
Б . Дезаминирование аде¬ 
нина с образованием ги¬ 
поксантина (Гк) дает 
пару оснований ГкТ. 
В. При разделении це¬ 
пей гипоксантин перехо¬ 
дит в кетоформу. Г. При 
репликации образуется 
пара оснований гипок¬ 
сантин—цитозин. Д, Е. 
При следующем цикле 
репликации на месте, ко¬ 
торое раньше занимала 
АТ-пара, образуется ГЦ- 
пара. 
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Рис. 13.6. Струк¬ 
тура некоторых 
алкилирующих 
ігентов. 
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Алкилирующие агенты спонтанно (переносят алкильную груп¬ 
пу на атом азота в кольце основания ДНК; чаще всего на¬ 
блюдается алкилирование гуанина по азоту ів 7-м положе¬ 
нии, но иногда происходит также алкилирование по другим 
атомам. 

Алкилирование .вызывает ряд изменений в ДНК. Алкили¬ 
рование гуанина по азоту в 7-м положении приводит ік иони¬ 
зации молекулы, легко изменяющей в свою очередь специ¬ 
фичность спаривания; алкилирование по некоторым другим 
положениям может полностью блокировать спаривание. 
Кроме того, алкилирование пуринов ослабляет их связь с 
дезоксирибозой, вызывая интенсивную апуринизацию ДНК. 
Все эти изменения, видимо, вносят свой вклад в мутагенное 
действие алкилирующих агентов, индуцирующих и транзи- 
ции, и трансверсии. 

Самый сильный известный химический мутаген — нитро¬ 
зогуанидин; при обработке им клеток Е. соіі в оптимальных 
условиях индуцируется мутация в каждой выжившей клетке. 
Обычно возникает ряд тесно сцепленных мутаций в области 
репликативной вилки ДНК. Специфичность мутагенеза в 
этой области настолько высока, что добавляя мутаген в 
строго определенное время в популяцию синхронно репли¬ 
цирующихся клеток, можно избирательно вызывать мутации 
в определенных участках хромосомы. 

Вставки и делеции, индуцированные мутагенами. Акри¬ 
диновые красители (наиболее изученным из них является 
профлавин) индуцируют уникальный класс мутаций. Хотя 
эти мутации спонтанно ревертируют, а их ревертирование с 
высокой частотой можно индуцировать акридиновыми кра¬ 
сителями, они никогда не ревертируют под действием ана¬ 
логов оснований, азотистой кислоты или гидроксиламина. 
Если реверсия все-таки происходит, она обычно оказывает¬ 
ся следствием супрессорной мутации, т. е. мутации в другом 
сайте того же гена, в котором произошла первичная мутация. 
Кроме того, при отделении супрессорной мутации от первич- 
214 ной с помощью рекомбинации оказывается, что она ведет 
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Рис. 13.7. Участок мо¬ 
лекулы мРНК. Матрица 
считывается триплетами 
(кодонами) слева напра¬ 
во. Вставка А в седьмом 
положении сдвигает по¬ 
рядок считывания, и все 
кодоны справа от этой 
точки изменяются. Изме¬ 
ненные кодоны подчерк¬ 
нуты двумя линиями. 


себя (в точности так же, как первичная мутация: инактиви¬ 
рует продукт гена и ревертирует только спонтанно или под 
действием акридиновых красителей. Другими словами, две 
индуцированные акридином мутации ів одном локусе могут 
подавлять действие друг друга, так что /продукт гена остает¬ 
ся активным. 

Индуцированные акридином мутации обладают еще од¬ 
ним уникальным свойством: они никогда не бывают непол¬ 
ными (leaky), т. е. всегда вызывают полную утрату функции 
продукта гена. В то же время мутации типа транзиций часто 
бывают неполными. 

Эти особые свойства индуцированных акридином мутаций 
можно объяснить, если предположить, что акридины вызыва¬ 
ют вставку или делецию одной или нескольких пар основа¬ 
ний ДНК . Поскольку закодированная в мРНК информация 
должна считываться триплетами, вставка или делеция вы¬ 
зывает сдвиг порядка считывания, и в результате все ко¬ 
доны, расположенные после места мутации, изменяются 
(рис. 13.7). 

Очевидно, вставка может (быть ревертирована делецией 
вставленного основания, и наоборот. Однако оказалось, что 
мутация, вызванная вставкой, может быть ревертирована де¬ 
лецией в другом сайте, расположенном на расстоянии не¬ 
скольких пар оснований; как показано на рис. 13.8, штамм- 
ревертант нормален, за исключением группы измененных 
кодонов между двумя мутационными сайтами. 'Возможность 
отбора таких рѳвертантов показывает, что многие белки оста¬ 
ются функционально активными, хотя протяженные последо¬ 
вательности аминокислот у них изменены. 

Индукция вставок и делеций связана со способностью 
акридинов встраиваться между плоскостями соседних осно¬ 
ваний ДНК, как уже говорилось выше. Однако их мутаген¬ 
ность не является просто следствием изменения свойств 
ДНК-'матрицы в момент репликации, так как акридины ин¬ 
дуцируют мутации в фагах во время их репликации в бакте¬ 
рии-хозяине, но не оказывают никакого мутагенного действия 
на реплицирующуюся бактериальную ДНК. 

Для объяснения этого интересного явления было выдви- 
215 нуто предположение, что акридины оказывают мутагенное 
















Рис. 13.8. Реверсия оди¬ 
ночной вставки делецией 
одного основания. От¬ 
метьте, что ревертант со¬ 
держит ряд измененных 
кодонов (подчеркнуты 
двумя чертами) между 
двумя мутационными 

сайтами. 


действие только на ДНК, претерпевающую рекомбинацию ,— 
известно, что фаговая ДНК во время репликации часто ре¬ 
комбинирует, тогда нак для бактериальной ДНК это не ха¬ 
рактерно. Данное предположение подтверждается опытами 
с частичными диплоидами Е. соіі. Частично диплоидные зи¬ 
готы образуются при конъюгации бактерии в результате 
неполного переноса хромосомы из одной бактериальной 
клетки в другую. Если зиготы Е. соіі обработать акридином, 
мутации со сдвигом рамки индуцируются в диплоидной, но 
не в гаплоидной области хромосомы. 

На раннем этапе процесса рекомбинации в двухцепочечных 
молекулах ДНК образуются однонитевые разрывы (см. 
гл. 15). Этот факт, а также данные о том, что акридины ча¬ 
ще действуют на участки ДНК с одинаковыми короткими по¬ 
следовательностями пар оснований, позволили выдвинуть ги¬ 
потезу о механизме мутагенеза, которая иллюстрируется 
рис. 13.9. Предполагается, что акридины стабилизируют не¬ 
правильное спаривание цепей, которое происходит при обра¬ 
зовании однонитевых разрывов вблизи повторяющихся'после¬ 
довательностей. 

Мутации , индуцируемые ультрафиолетовым светом . ДНК 
сильно поглощает ультрафиолетовый свет; максимум погло¬ 
щения ДНК приходится на длину волны 260 нм. При облу¬ 
чении УФ-светом клетки быстро гибнут, а у выживших на¬ 
блюдается высокий уровень мутирования. 

При облучении растворов ДНК ультрафиолетовым све¬ 
том в молекуле происходят химические изменения двух ти¬ 
пов. Во-первых, образуются ковалентные связи между пири¬ 
мидиновыми остатками, расположенными рядом друг с дру¬ 
гом в одной цепи ДНК. Образующиеся пиримидиновые диме¬ 
ры нарушают вторичную структуру ДНК и спаривание осно¬ 
ваний. Во-вторых, происходит гидратация пиримидиновых 
216 остатков по 4,5-двойной связи. 
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Рис. 13.9. Возможный 
механизм мутаций со 
сдвигом рамки. В по¬ 
следовательности из не¬ 
скольких АТ-пар основа¬ 
ний возникает одноните- 


вой разрыв. Слева пока¬ 
зано неправильное спа¬ 
ривание, которое после 
синтеза участка ДНК и 
сшивания цепи приводит 
к вставке А в одну из 


цепей. Справа показано, 
как удаление двух нук¬ 
леотидов, последующее 
неправильное спарива¬ 
ние и сшивание цепи 
приводит к делеции двух 
А в одной из цепей. 
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Установлено, что мутагенное действие ультрафиолетового 
света обусловлено в основном образованием 'пиримидиновых 
димеров. Это доказывается тем, что (при удалении или рас¬ 
щеплении димеров мутагенное действие УФ-овета большей 
частью снимается. Например, если облученные УФ-оветом 
клетки некоторых бактерий немедленно облучить .видимым 
светом с длиной волны 300—400 нм, то и летальность, и ча¬ 
стота мутирования сильно снижаются; это явление называ¬ 
ется фотореактивацией (рис. 13.10). Было показано, что она 
обусловлена световой активацией фермента, расщепляюще¬ 
го пиримидиновые димеры. 

Все клетки обладают также набором разнообразных фер¬ 
ментов, осуществляющих «темновую репарацию» ДНК, по¬ 
врежденной ультрафиолетовым светом. Процесс репарации 
включается, видимо, благодаря нарушению структуры двой¬ 
ной спирали вблизи димера и протекает (В несколько этапов. 
Вначале специфическая эндонуклеаза делает разрез в саха¬ 
рофосфатном остове молекулы рядом с димером и таким об¬ 
разом инициирует вырезание димера. На втором этапе экзо- 
217 нуклеаза расширяет пробел, .постепенно деградируя разре- 




























Рис. 13.10. Фотореакти¬ 
вация. Поверхность чаш¬ 
ки с агаром была рав¬ 
номерно засеяна боль¬ 
шим числом клеток Е. со- 
Іі и облучена УФ-светом, 
доза которого достаточ¬ 
на для уничтожения поч¬ 
ти всех клеток. Затем 
часть чашки облучили в 
течение короткого вре¬ 


мени видимым светом, 
сфокусировав на ее по¬ 
верхности изображение 
вольфрамовой нити лам¬ 
пы. Чашку инкубир'ова- 
ли в темноте до завер¬ 
шения роста бактерий. 
На большей части чашки 
образовали колонии лишь 
несколько выживших по¬ 
сле УФ-облучения кле¬ 


ток. Но в том месте, ко¬ 
торое было освещено 
видимым светом, вырос¬ 
ло большое количество 
колоний. Они повторяют 
рисунок вольфрамовой 
нити лампы, используе¬ 
мой как источник света 
при фотореактивации. 
[Kelner А., Ultraviolet 
irradiated Е. coli, J. Bac¬ 
terid., 58, 512 (1949).] 



занную цепь начиная с З'чконца 1 . На третьем этапе ДНК-™- 
лимераза восстанавливает отсутствующий участок, исполь¬ 
зуя в качестве матрицы сохранившуюся противоположную 
цепь. На четвертом этапе полинуклеотидлигаза сшивает 
концы цепи (рис. 13.11) 2 . 

Условия выращивания культуры .после облучения, спо¬ 
собствующие описанным (процессам репарации и (подавляю¬ 
щие репликацию ДНК, вызывают утрату /множества потен¬ 
циальных мутаций, индуцированных ультрафиолетовым све¬ 
том. Наоборот, условия, способствующие репликации, но по¬ 
давляющие репарацию, увеличивают число мутаций в облу- 


1 Эндонуклеазы — ферменты, катализирующие гидролиз фосфодиэфир- 
ных связей полинуклеотидной цепи. Экзонуклеазы — ферменты, гидролизу¬ 
ющие концевую фосфодиэфирную связь полинуклеотидной цепи и отщеп¬ 
ляющие концевой нуклеотид. Под действием экзонуклеазы происходит по¬ 
степенная деградация цепи. 

2 На рис. 13.11 изображена только одна из ветвей эксцизионного меха¬ 
низма репарации ДНК: возникновение длинных пробелов, которые затем 
заполняются с помощью ДНК-полимеразы III. В другой ветви эксцизионной 
репарации после появления эндонуклеазного разрыва димер выщепляется 
в составе короткого олигонуклеотида под действием 5'—>-3' экзонуклеаз- 

_, Q ной активности ДНК-полимеразы I, которая осуществляет одновременно и 
2.\о репаративный синтез в образующихся коротких пробелах. — Прим. ред. 


Рис. 13i.ll. Репарация 
ДНК, поврежденной уль¬ 
трафиолетовым облуче¬ 
нием. А. В результате 
облучения образовался 
тиминовый димер. Б. 
Специфическая эндо¬ 


нуклеаза вызывает раз¬ 
рыв около димера. В. 
Свободный З'-конец ата¬ 
куется экзонуклеазой, 
которая обеспечивает 
вырезание димера и рас¬ 
ширение пробела. Г. 


ДНК-полимераза вос¬ 
станавливает недостаю¬ 
щий участок. Д. Поли- 
нуклеотидлигаза сши¬ 
вает цепь, соединяя 3'- 
и 5'-концы. 
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ценных 'клетках. Следовательно, частота мутаций, вызван¬ 
ных образованием димеров, зависит от исхода «соревнова¬ 
ния» между ферментативными системами репликации и ре¬ 
парации. Если первыми достигают димера ферменты репли¬ 
кации, происходит мутация, если же ферменты репарации, 
то димер вырезается и мутация не возникает. 

Репликация ДНК, содержащей пиримидиновые димеры, 
приводит к замещениям іпар оснований в дочерних дуплексах. 
Механизм этого 'процесса сложен, он изображен на рис. 13.12. 
В начале полуконсервативной репликации образуются два 
219 дочерних дуплекса с пробелами в цепи напротив пиримидино- 





















Рис. 13.12. Мутация, ин¬ 
дуцированная УФ-све- 
том. А. Облучение вызы¬ 
вает образование в 
ДНК пиримидиновых ди¬ 
меров, расположенных в 
молекуле случайным об¬ 


разом. Б. При реплика¬ 
ции образуются два 
функционально неактив¬ 
ных дуплекса с пробе¬ 
лами в тех местах, где 
были димеры. В. Реком¬ 
бинация между сестрин¬ 


скими дуплексами вос¬ 
станавливает исходную 
структуру. В результате 
ошибок при рекомбина¬ 
ции происходят замены 
пар оснований (мута¬ 
ции). 
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вых димеров. Ѳти дуплексы функционально неактивны, но ре* 
комбинация между сестринскими хроматидами может вос¬ 
становить совершенно нормальный дуплекс из двух -повреж¬ 
денных 1 . Замещения пар оснований, индуцированные ультра¬ 
фиолетовым светом, (происходят, по-видимому, в результате 
возникновения ошибок во время репаративного синтеза, 
представляющего собой один из этапов пострепликативной 
репарации. Известны мутанты Е. соіі, у которых изменен 
путь мутагенной репарации, и мутагенное действие УФ-евета 
на них выражено очень слабо. 
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1 Такой механизм получил название пострепликативной рекомбинаци¬ 
онной репарации. Имеется также другой, индуцибельный и нерекомбина¬ 
ционный механизм пострепликативной репарации, играющий основную роль 
в фиксации мутаций. — Прим. ред. 
























Мутации , вызванные включением профага. Как уже гово¬ 
рилось в ігл. 12, большинство лрофагов включается (В бакте¬ 
риальную хромосому в специфических участках, которые,, 
насколько известно, не несут никакой иной функции. Однако- 
один фаг — так называемый р-фаг—обладает замечатель¬ 
ным свойством встраиваться в бактериальную хромосому со¬ 
вершенно случайным образом внутрь действующих генов. 
Такая вставка вносит существенное изменение в последова¬ 
тельность оснований бактериального гена, и обычный про¬ 
дукт гена (например, фермент) не образуется. Поэтому каж¬ 
дая лизогенизированная клетка является индуцированным 
мутантом по тому или иному гену; соответствующий отбор 
после лизоігенизации фагом р позволяет выделить ауксотроф- 
ные и другие мутанты, характеризующиеся утратой необяза¬ 
тельной функции. 

Спонтанные мутации. Термин спонтанные относится к тем 
мутациям, которые происходят в отсутствие явного мутаген¬ 
ного воздействия. Скорость спонтанного мутирования непо¬ 
стоянна, она зависит от условий окружающей среды. Напри¬ 
мер, в клетках Е. соіі , растущих в хемостате с очень низкой 
скоростью, скорость спонтанного мутирования зависит от на¬ 
личия питательного вещества, ограничивающего скорость ро¬ 
ста, и может сильно варьировать. Скорость мутирования в- 
клетках, растущих анаэробно, ниже, чем в клетках, растущих, 
аэробно. 

Механизмы спонтанного мутирования весьма разнообраз¬ 
ны. Было показано, что некоторые продукты и интермедиаты 
клеточного метаболизма мутагенны; к ним относятся переки¬ 
си, азотистая кислота, формальдегид и аналоги пуринов. Та¬ 
ким образам, ряд спонтанных мутаций в действительности 
индуцируется эндогенными мутагенами. Эти соединения ин¬ 
дуцируют мутации различных типов — транзиции, трансвер¬ 
сии и, возможно, вставки и делеции. Исследования по ре¬ 
версии спонтанных мутаций показали, что среди них встре¬ 
чаются все эти разновидности мутаций. 

Мутация в одном из генов Е. соіі и в сходном гене Salmo¬ 
nella typhimurium вызывает, как было показано, увеличение 
скорости спонтанного мутирования всех локусов в 100— 
1000 раз. Мутации, возникшие в присутствии нового аллели 
мутаторного локуса, являются трансверсиями. Продукт бак¬ 
териального гена-мутатора не известен, но у колифага Т4 об¬ 
наружен сходный ген-мутатор, и продуктом этого гена ока¬ 
залась ДНК-іполимераза. Это открытие влечет за собой весь¬ 
ма важные (последствия, так как оно показывает, что выбор- 
нуклеотидов для синтеза новой цепи ДНК зависит не только 
от определяемой матрицей специфичности спаривания, но и 
от точности работы ДНК-полимеразы. Поскольку изменен¬ 
ная в результате мутации полимераза дает очень высокую 
221 частоту неправильного спаривания, приводящего к трансвер- 




сиям, есть все основания полагать, что и при работе поли¬ 
меразы фагов и бактерий дикого типа также -могут спонтан¬ 
но образовываться неправильные пары, хотя и с гораздо 
меньшей 'частотой. 

Наконец, было доказано, что небольшая часть спонтан¬ 
ных мутаций вызвана делециями участков ДНК. Их протя¬ 
женность варьирует от значительной части одного гена до 
нескольких генов. Например, при отборе устойчивых к фагу 
Т1 мутантов Е. соіі (штамм (В) оказывается, что небольшая 
часть устойчивых мутантов нуждается для своего «роста в 
триптофане. Эксперименты по генетическому картированию 
показали, что гены рецептора фага Т1 и ферментов биосин¬ 
теза триптофана расположены рядом друг с другом и в та¬ 
ких плейотропных мутантах обе области утрачены в резуль¬ 
тате спонтанной делеции. Ни один из известных мутагенов 
не может индуцировать таких больших делеций; они всегда 
спонтанны. 

. Имея в виду перечисленные механизмы возникновения 
спонтанных мутаций, мы можем теперь представить себе два 
основных способа воздействия окружающей среды на ско¬ 
рость спонтанного мутирования. ‘ Во-первых, следует ожи¬ 
дать, что условия окружающей среды в значительной степе¬ 
ни влияют на скорость образования эндогенных мутагенов. 
Во-вторых, многие из описанных механизмов предполагают 
участие ферментов (ДНК-полимеразы, ферментов рекомби¬ 
нации и репарации), а окружающая среда может влиять на 
синтез и работу этих ферментов. 

ДЕЙСТВИЕ МУТАЦИЙ 
НА ПРОЦЕСС ТРАНСЛЯЦИИ 

БЕССМЫСЛЕННЫЕ МУТАЦИИ 

Считается, что кодон имеет «смысл», если он правильно 
транслируется, т. е. обеспечивается включение в полипептид 
аминокислоты, кодируемой данным кодоном. Мутантный ко¬ 
дон, который транслируется в другую (неправильную) амино¬ 
кислоту, вносит ошибку в мРНК, и мутация, в результате ко¬ 
торой появляется такой кодон, называется миссенс-мутацией. 

Как показано, три мутантных кодона (УАГ, УАА и УГА) 
вызывают преждевременную терминацию синтеза полипепти¬ 
да: когда рибосома достигает такого кодона, процесс элонга¬ 
ции полиіпептидной цепи заканчивается и высвобождается не¬ 
полный полипептид. Такие кодоны называются бессмыслен¬ 
ными или жжсеяс-кодонами, а мутации, в результате кото¬ 
рых они образуются, — нонсенс-мутациями. 

Поскольку іприрода и функция нонсенс-мутаций в момент 
их открытия была неизвестна, им дали общепринятые три¬ 
виальные названия амбер-мутацин (в результате которой, 
222 как теперь известно, возникает кодон УАГ) и ояранмутации 



(вызывающей появление кодона УАА). Соответствующие ко¬ 
доны обычіно называют амбер-кодоном (УАГ) и охра-кодо- 
ном (УАА). Аналогичное название для кодона УГА не полу¬ 
чило распространения. 

Когда -стало ясно, что нонсенс -кодоны (вызывают прежде¬ 
временную терминацию синтеза полипептидной цепи, возник¬ 
ло предположение, что данное явление связано с отсутствием 
соответствующих разновидностей тРНК. Эта гипотеза была 
подтверждена исследованиями связывания молекул тРНК с 
рибосомами в (Присутствии синтетических (нуклеотидных три¬ 
плетов: из 64 возможных триплетов только УАГ, УАА и УГА 
не стимулировали связывания никаких тРНК. 

Взглянув на табл. 7.8, легко заметить, что существует мно¬ 
жество вариантов замен одной пары оснований, превращаю¬ 
щих «осмысленный» кодон в .нонсенс-кодон: например, УГГ, 
кодирующий триптофан, превращается в 'бессмысленный ко¬ 
дон (УГА) при транзиции последней буквы. 

Итак, существуют три кодона, способные осуществлять 
терминацию синтеза цепи; весьма вероятно, что какие-то из 
них являются естественными терминаторами синтеза цепи 
при трансляции. Как мы увидим далее, некоторые группы 
генов транскрибируются в единую полигенную информацион¬ 
ную РНК; когда рибосома движется вдоль полигенной мат¬ 
рицы, она должна получать сигналы об окончании одной 
полипептидной цепи и начале следующей. Сигналом терми¬ 
нации, возможно, является один из бессмысленных кодонов. 

СУПРЕССОРНЫЕ МУТАЦИИ 

Активность белка, утраченная в результате мутации, может 
быть по крайней мере частично восстановлена под действи¬ 
ем второй мутации в другом сайте. Мутации этого типа на¬ 
зываются супрессорными мутациями, а гены, в которых они 
возникают, — супрессорными генами. Термин «супрессор» 
обычно относится к мутантному аллелю супрессорного гена. 

Супрессорные мутации могут возникать в том же гене, 
что и первичная мутация ( внутригенные супрессоры) или ів 
других генах (внесенные супрессоры). Внутривенные супрес¬ 
соры бывают двух типов: одни вызывают замену аминокис¬ 
лоты, устраняющую действие первичной миссенс-мутации и 
восстанавливающую до некоторой степени активность белка; 
другие — вставки или делеции, компенсирующие первичную 
мутацию со сдвигом рамки. 

Все внесенные супрессоры, изученные до настоящего вре¬ 
мени, оказались мутациями в генах, кодирующих тРНК 
(рис. 13.13). Рассмотрим следующий пример. Первичная му¬ 
тация Е. соіі превратила нормальный (осмысленный) кодон 
в нонсенс-кодон УАГ. Был выделен ревертант этого мутанта 
и показано, что он несет исходную нонсенс-мутацию вместе с 
223 внегенным супрессором. Последний, как выяснилось, пред- 







Рис. 13.13. Схематиче¬ 
ское изображение ала- 
ниновой тРНК в одной 
из возможных конфор¬ 
маций. Показаны 4 уча¬ 
стка, где комплементар¬ 
ные основания образу¬ 
ют водородные связи. 
Антикодон, ЦГИ, комп¬ 
лементарен кодону, ГЦЦ 
(И образует пару с та¬ 
ким же основанием, как 


и Г). Обозначения: ф — 
фосфат; А — аденозин- 
З'-фосфат; Ц — цитидин- 
З'-фосфат; Аон — аде¬ 
нозин; УН 2 — 5,6-дигид- 
роуридин-З'-фосфат; 
/СНз 

Г — №-диметил- 

ѴНз 

гуанозин-З'-фосфат; И — 
инозин-З'-фосфат; Г — 


СН 3 — 1-метилгуанозин- 
З'-фосфат; И —’ СН 3 — 
І-метилинозин-З'-фосфат; 
ф — псевдоуридин-3'- 
фосфат; Т — риботи- 
мидин-З'-фосфат; У — 
уридин-З'-фосфат; У* — 
смесь У и УН 2 . [Holley 
R. W. et al., Structure of 
a ribonucleic acid, Scien¬ 
ce, 147, 1462 (1965).] 
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ставляет собой мутацию в гене, кодирующем сериновую 
тРНК, поэтому ревертант синтезирует измененную тРНК с 
кодоном, узнающим УАГ. Таким образом, ревертант образу¬ 
ет нормальный полипептид с серином в том положении, где 
у первичного нонсенс-мутанта был участок преждевременной 
терминации цепи 1 . 

В предыдущем разделе настоящей главы мы отмечали, 
что большинство супрессоров мутаций со сдвигом рамки 
представляет собой компенсаторные вставки или делении в 
том же гене. Однако некоторые супрессоры мутации со сдви¬ 
гом рамки являются внегенными\ они оказались мутациями 
в генах, кодирующих тРНК. Таким образом, порядок счи¬ 
тывания, измененный в результате вставки одного основания, 
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1 Благодаря тому что клетка обладает несколькими тРНК для каждой 
аминокислоты и остальные сериновые тРНК продолжают нормально функ¬ 
ционировать, ревертант все-таки сохраняет способность включать серин в 
те места полипептида, где он расположен в норме. 


может быть восстановлен мутацией, изменяющей антикодон 
тРНК и (позволяющей ей узнавать последовательность четы¬ 
рех оснований и мРНК вместо трех. 

Поскольку для связывания тРНК с кодоном в мРНК не¬ 
обходима рибосома, изменения в рибосоме также могут 
влиять на процесс узнавания. Измененная рибосома может 
время от времени давать мутантному кодону возможность 
связываться с необычной тРНК и, таким образом, обеспе¬ 
чивать супрессию. Было обнаружено, что стрептомицин и 
сходные с ним по структуре антибиотики связываются с ри¬ 
босомами некоторых устойчивых к стрептомицину мутантов 
и изменяют считывание генетического кода в системе in vit¬ 
ro. Синтетическая матрица, например лолиуридиновая кисло¬ 
та, в норме обусловливает включение в полипептид только 
фенилаланина, так как содержит только кодоны УУУ. Одна¬ 
ко в присутствии стрептомицина происходит также включе¬ 
ние изолейцина (кодон АУУ), серина (кодон УЦУ) и других 
аминокислот. Такое действие стрептомицина может приво¬ 
дить к супрессии мутаций in vivo. Некоторые ауксотрофные 
мутанты могут расти в присутствии необходимого фактора 
роста или стрептомицина; было обнаружено, что клетки, ра¬ 
стущие в присутствии стрептомицина, синтезируют небольшое 
количество нормального фермента, который был утрачен в 
результате мутации. 

Чтобы клетка могла выжить, супрессия с помощью одно¬ 
го из описанных выше механизмов должна быть крайне не¬ 
эффективной. Любой из механизмов супрессии изменит счи¬ 
тывание супрессируемого кодона, где бы он ни находился в 
ДНК клетки, а каждый кодон встречается почти в любом 
гене несколько раз. Поэтому в том случае, если супрессия 
слишком эффективна, она приведет к инактивации всех бел¬ 
ков клетки. Если же супрессия происходит с низкой частотой, 
все белки клетки в большинстве случаев будут синтезиро¬ 
ваться правильно. Например, если Эффективность супрессии 
равна 5%, то в 5% случаев мутантный фермент будет син¬ 
тезироваться в активной форме, тогда как остальные белки 
будут синтезироваться правильно в 95% случаев. Для мно¬ 
гих ферментов уровень активности, равный 5% активности 
в клетках дикого типа, достаточен для роста клетки. В дейст¬ 
вительности обычно супрессия восстанавливает активность 
поврежденного фермента до уровня, равного 10% и менее от 
активности у исходного дикого типа. 

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ РЕГУЛЯЦИИ 

ИНДУКЦИЯ И РЕПРЕССИЯ 

СИНТЕЗА ФЕРМЕНТОВ 

Физиологические аспекты регуляции синтеза ферментов об¬ 
суждались в гл. в. Напомним, что низкомолекулярные субст- 
225 раты и клеточные метаболиты могут влиять на скорость сии- 
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теза ферментов двояким образом. Некоторые из них дейст¬ 
вуют как индукторы, вызывая заметное увеличение скорости 
синтеза одного или нескольких специфических ферментов;; 
этот тип физиологического контроля особенно распространен 
в регуляции катаболических реакций. Другие действуют как 
репрессоры, заметно снижая скорость синтеза одного или 
нескольких специфических ферментов; этот тип контроля 
характерен для биосинтетических путей, причем конечные 
продукты этих путей репрессируют синтез специфических 
ферментов, участвующих в их образовании. 

Наши знания о регуляции синтеза ферментов на физиоло¬ 
гическом и генетическом уровне получены главным образом 
в результате изучения р-галаіктозидазной системы Е. соіі, 
проведенного Ж. Моно (J. Monod), Ф. Жакобом (F. Jacob) и 
их сотрудниками. Эта группа ученых выдвинула общую ги¬ 
потезу, объясняющую регуляцию действия гена на генетиче¬ 
ском уровне. 

Первые сведения о механизме этой регуляции были полу- 
чены благодаря обнаружению мутантов Е. соіі, у которых 
синтез р-галактозидазы стал, конститутивным. Генетические 
эксперименты показали, что многие мутации, (приводящие к 
конститутивное™ синтеза р-галактозидазы, картируются в 
одном локусе. Этот локус был назван локусом і от слова «ин- 
дуцибельность» (inducibility) ; в настоящее время принято 
обозначать этот локус lac I как один из локусов, имеющих 
отношение к использованию лактозы. 

Продукт аллеля дикого типа локуса lac I (lac /+) детер¬ 
минирует индуцибельное состояние, продукт мутантного ал¬ 
леля ( Іас І~) —конститутивное. Чтобы выяснить, какой из 
двух аллелей является доминантным, измеряли количество 
р-галактозидазы в частичных диплоидах Е. соіі, образующих¬ 
ся как временные зиготы при конъюгации 1 . 

Диплоидные и гетерозиготные по локусу lac I зиготы 
оказались индуцибелыными; следовательно, Іас І + доминиру¬ 
ет над Іас І~. Очевидно, доминантный аллель Іас 7+ детер¬ 
минирует генный продукт, активно подавляющий образова¬ 
ние р-галактозидазы; этот продукт был назван репрессором.. 

Открытие /ас-репрессора привело к созданию общей кон¬ 
цепции, состоящей в том, что индуцибельные ферменты — это 
те ферменты, для которых клетка (постоянно синтезирует реп¬ 
рессоры; роль индуктора состоит в связывании с репрессо¬ 
ром и его инактивации. Данная теория была обобщена для 
объяснения репрессии конечным продуктом введением предпо¬ 
ложения, что существуют гены, детерминирующие репрессо¬ 
ры для биосинтетических ферментов. Репрессор этого типа 
должен быть неактивен в качестве ингибитора синтеза фер- 


1 Происхождение и образование зигот Е. соіі будет подробно описано* 
б в гл. 15. 


"мента до тех іпор, пока он не активируется путем связывания 
\с конечным продуктом биосинтетического пути. 

Адекватность общей теоріи, и репрессии была вскоре под¬ 
тверждена благодаря открытию генов, мутации в (которых 
вызывают дерепрессию образования биосинтетических фер¬ 
ментов даже ів присутствии избытка (Конечных продуктов. 
Гены, продуцирующие репрессоры, были названы регулятор¬ 
ными генами и часто обозначаются буквой R. Таким обра¬ 
зом, регуляторный ген ферментов биосинтеза аргинина обо¬ 
значается arg R, ферментов биосинтеза триптофана — trp R 
ІИ т. д. 

Общая теория генетической репрессии была, проверена в 
опытах на диплоидных и гетерозиготных по регуляторным 
локусам клетках. Так, диплоид arg R+/arg R- репрессирован в 
отношении синтеза ферментов биосинтеза аргинина, посколь¬ 
ку аллель arg R+ в диплоиде продолжает синтезировать ре¬ 
прессор, активируемый аргинином. К настоящему времени 
идентифицированы регуляторные локусы для многих ката- 
болических и биосинтетических систем. 

Химическая природа репрессоров в течение некоторого 
времени оставалась неизвестной. Однако после открытия му¬ 
таций регуляторных генов, которые могут супрессироваться 
внѳге, иными супрессорами, стало ясно, что репрессоры явля¬ 
ются белками, так как супрессия действует только на уровне 
трансляции. Действительно, р ел рессорный белок, детермини¬ 
руемый локусом Іас /, был выделен и идентифицирован бла¬ 
годаря своей способности связывать специфические индукто¬ 
ры. Механизм, с помощью которого репрессоры — белковые 
молекулы — ингибируют образование фермента, будет об- 
хуждаться в следующем разделе. 

ОПЕРАТОРНЫЕ ГЕНЫ 

Существование репрессора предполагает наличие в клетке 
мишени, на которую он действует; должен быть рецепторный 
участок , связывающий репрессор для выключения синтеза 
^определенного фермента. 

Исходя из общих представлений о механизме синтеза бел¬ 
ка, можно сказать, что таких потенциальных мест по меньшей 
мере два: репрессор может связываться или с участком ДНК, 
блокируя транскрипцию определенного гена, или с участком 
информационной РНК, блокируя трансляцию определенной 
молекулы іміРНК. Эксперименты с очищенным репрессором и 
.ДНК, содержащей лактозные гены 1 , показали, что репрессор 
lac I связывается с ДНК. Точно так же было показано, что 
репрессор триптофановых (trp), арабинозных (ага) и аргини- 

1 Такая ДНК может быть выделена из некоторых трансдуцирующих 
фагов, специфически включающих фрагмент бактериальной хромосомы с 
J-2-I /ас-генами (гл. 15). 


15 * 




Рис. 13.14. Тест на вы¬ 
явление гена-оператора. 
А. В диплоиде, содержа¬ 
щем два аллеля Іас О ди¬ 
кого типа, ни Р-галакто- 
зидаза, ни белок Cz в 
неиндуцированных клет¬ 
ках не образуются. Б. 


Если lac Z+ находится 
рядом с аллелем Іас 0 е , 
Р-галактозидаза синте¬ 
зируется конститутив¬ 
но. В. Если lac Z~ при¬ 
мыкает к аллелю Іас 0 е , 
белок Cz образуется 
конститутивно. Продукт 


гена, примыкающего к 
Іас 0+, в неиндуцирован¬ 
ных клетках не обнару¬ 
живается. F — F -фактор; 
числа обозначают коли¬ 
чество продукта гена в 
условных единицах. 
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новых ( arg ) генов, а также белок, активируемый катаболи- 
том (БАК) и рассмотренный в гл. 8, связываются с ДНК. 

Участок ДНК, 'представляющий собой место связывания 
репрессора, называется операторным локусом. При регуляции 
синтеза р-галактозидазы репрессор связывается с самим опе¬ 
раторным локусом. Этот локус ( Іас О) может быть идентифи¬ 
цирован благодаря своей .способности «мутировать, перехо¬ 
дить в другую форму {Іас 0 е ), которая не может связывать¬ 
ся с репрессором; эта мутация делает синтез фермента кон¬ 
ститутивным. 

«Оператор-конститутивный» мутант обычно можно отли¬ 
чить от «регулятор-конститутивногіо» мутанта типа Іас І~ в 
опытах с использованием частичных диплоидов. В то время 
как ідиплоид lac I+llac І~ индуцибелен, потому что образует 
репрессор, кодируемый lac /+ диіпло, ид lac 0 + flac O cl > консти¬ 
тутивен, поскольку р-галактозидазный ген, расположенный 
рядом с аллелем Іас 0 е , продолжает работать, несмотря на 
присутствие репрессора в клетке и способность его связы- 
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1 Диплоиды по гену Іас О были получены с помощью эписом F -Іас, 
описанных в гл. 15 (Іас О — аллель дикого типа, Іас 0 е — конститутивный 
аллель). 














ваться с аллелем Іас 0+ на другой хромосоме диплоида. Для 
подтверждения того, что операторный локус (Контролирует 
работу только соседних генов в той же хромосоме, были (по¬ 
лучены диіплоиды, конститутивные по операторному локусу 
и гетерозиготные по р-галактозидазному локусу. Этот (послед¬ 
ний локус был обозначен lac Z и (присутствовал в дшілоидах 
в двух формах: lac Z+ детерминирующей нормальную |3-га- 
лактозидазу, и lac Z~, детерминирующей неактивную форму 
р-галактозидаізы, которую можно выявить иммунологически. 
Для диплоидов, схематически показанных на рис. 13.14, оп¬ 
ределили «количество р - г а л актозид а з ы и неактивного белка 
( C z ) в индуцированных и неиндуцированных клетках. Полу¬ 
ченные результаты полностью подтвердили (правильность 
предположенной гипотезы: аллель lac Z, соседствующий с 
Іас 0+ был всегда индуцибельным, тогда как аллель lac Z y 
соседствующий с Іас 0 е , —всегда конститутивным, хотя оба 
аллеля Іас О присутствовали в одной клетке. Этот результат 
позволил отвергнуть возможность образования диффундиру¬ 
ющего продукта гена-оператора, способного влиять на выра¬ 
жение аллеля lac Z в другой хромосоме. 

ОПЕРОНЫ 

На раннем этапе изучения генетической регуляции метабо¬ 
лизма р-галактозидов было открыто/ что некоторые мутанты, 
не способные сбраживать лактозу, содержат нормальное ко¬ 
личество р-галактшидазы, но лишены специфической пер- 
меазы. Эта іпермеаза активно переносит р-галактозиды внутрь 
клетки; мутанты, лишенные лермеазы, могут расти на лакто¬ 
зе только ів том случае, если лактозу добавляют в среду в 
очень высокой концентрации. 

Оказалось, что все мутации, нарушающие синтез р-галак- 
тозидпермеазы, картируются в одном локусе, обозначенном 
через У (Іас У). Некоторые мутации затрагивают третий ло¬ 
кус, Іас А, обеспечивающий синтез трансацетилазы р-галак¬ 
тозидов. Эксперименты по картированию показали, что гены 
lacO-lacZ-lacY-lacA тесно сцеплены и образуют указанную 
последовательность. Из опытов по выяснению функции генов 
lac I и Іас О следовало, что синтез р-галактозидазы, пермеа- 
зы и трансацетилазы всегда изменяется одинаковым образом: 
все эти ферменты индуцибельны в клетках Іас /+ и конститу¬ 
тивны в Іас /~; все они индуцибельны, если соответствующие 
гены (примыкают к гену Іас 0+, и все конститутивны, если ге¬ 
ны примыкают к Іас 0 е , даже в диплоидных клетках. 

Итак, гены lac Z, Іас У и Іас А ведут себя как единица 
координированного выражения, и такая единица—вместе с 
оператором — называется опероном. В настоящее время из¬ 
вестны многие другие оперены, контролирующие как катабо- 
229 лические, так и биосинтетические пути. 




Рис. 13.15. Регуляция 
оперона. Горизонтальная 
полоса изображает уча¬ 
сток хромосомы, каж¬ 
дый сегмент изображает 
ген. А. Активный ре¬ 
прессор, продуцируе¬ 
мый регуляторным ге¬ 
ном, связывается со спе¬ 
цифическим оператором 
и блокирует транскрип¬ 
цию четырех прилегаю¬ 
щих генов. Б. Молекула 


индуктора соединяется 
с репрессором и инакти¬ 
вирует его, предотвра¬ 
щая его связывание с 
оператором; оперон 

транскрибируется. (Эта 
ситуация типична для 
оперона, кодирующего 
ферменты катаболиче- 
ского пути; в случае био¬ 
синтетических путей 
репрессор сам по себе 
неактивен; активируется 


он лишь после соедине¬ 
ния с корепрессором, на¬ 
пример конечным про¬ 
дуктом пути.) В. В ре¬ 
зультате мутации в ре¬ 
гуляторном гене образу¬ 
ется неактивный репрес¬ 
сор, оперон действует 
конститутивно. Г. Мута¬ 
ция в операторе препят¬ 
ствует связыванию актив¬ 
ного репрессора, оперон 
действуют конститутив¬ 
но. 
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Поскольку репрессоры — свободно диффундирующие мо¬ 
лекулы, регуляторный локус ів отличие от операторного не 
обязательно должен лежать в непосредственной близости от 
генов, которые он регулирует, и .многие регуляторные локусы 
действительно расположены на хромосоме на некотором рас¬ 
стоянии от соответствующих о,перонов. 

Оперон представляет собой исключительно эффективный 
механизм регуляции путей метаболизма. Ферменты метабо¬ 
лического іпути должны работать как единое целое: если путь 
функционирует, все участвующие в нем ферменты должны 
работать с примерно одинаковой скоростью, если же нет — 
ни один из участвующих ів нем ферментов не нужен для про¬ 
явления клеточной активности. Сгруппированность генов, от¬ 
ветственных за синтез ферментов одного пути, обеспечивает 
их координированную регуляцию. 

Оставалось лишь выяснить, каким образом оператор, свя¬ 
занный с молекулой репрессора, может обеспечивать подав¬ 
ление транскрипции ряда соседних генов. Ответ на этот во¬ 
прос был получен, когда удалось показать, что все гены опе¬ 
рона транскрибируются в виде единой очень длинной моле¬ 
кулы полигенной информационной РНК. Фермент транскрип¬ 
ции— РНК-полимераза — связывается с участком ДНК, ко¬ 
торый называется промотором , и транскрибирует последова¬ 
тельно все гены оперона. Когда молекула репрессора связы¬ 
вается с оператором, расположенным в непосредственной 
близости от промотора, она стеричеоки препятствует инициа¬ 
ции процесса транскрипции. Этот механизм схематически 
изображен на рис. 13.Г5 1 . \В /ас-опероне последовательность 
генов следующая: промотор -lacO-lacZ-lacY -ІасА. 

ТРАНСЛЯЦИЯ ПОЛИГЕННОЙ 

ИНФОРМАЦИОННОЙ РНК: 

ПОЛЯРНОСТЬ 

Транскрипция целого оперона с образованием единой моле¬ 
кулы мРНК объясняет не только способность связанного с 
оператором репрессора подавлять выражение всех генов опе¬ 
рона одновременно, но также и тот факт, что нонсенс-мутации 
оказывают полярное действие на трансляцию. Полярность, 
проявляемая нонсенс-мутациями, характеризуется сильным 
снижением синтеза ферментов, кодируемых всеми генами, ле¬ 
жащими дистально по отношению к мутации (т. е. располо¬ 
женными по другую сторону от мутации, чем оператор). 

Чтобы объяснить происхождение эффекта полярности, 
рассмотрим гипотетический склерон, содержащий пять генов: 
оператор -A-'B-iC-D. Нонсенс-мутация в гене А приведет к 
полному исчезновению фермента А и снижению количества 


„ . 1 В большинстве оперонов оператор расположен между промотором и 

^31 структурными генами. — Прим. ред. 






ферментов В, С и D; нонсенс-мутация в гене В приведет к 
полному исчезновению фермента В и снижению (Количества 
ферментов С и D, синтез же фермента А останется прежним. 
В некоторых случаях полярность абсолютна, и гены, дисталь¬ 
ные по отношению к нонсенс-мутации, не действуют. 

Причину возникновения полярности можно объяснить сле¬ 
дующим образом. Трансляция полигенной матрицы должна 
начинаться на том конце, где расположен оператор; это — 
единственное место, к которому может прикрепляться рибо¬ 
сома. Прикрепившись к матрице, рибосома транслирует по 
очередности каждый »ген, высвобождая отдельные полипепти¬ 
ды по достижении кодона терминации синтеза цепи. Но если 
в результате нонсенс-мутации терминирующий синтез цепи 
кодон появляется в середине гена, рибосома высвобождает 
неполный полипептид, отделяясь с высокой вероятностью 
от матрицы до того, как достигает кодона, обозначающего 
начало следующего гена. Информационная РНК теперь не 
защищена в этом месте рибосомой и чувствительна к нук- 
леазам. 

Рибосомы, которые остаются прикрепленными к матрице, 
способны снова начать трансляцию в начале следующего ге¬ 
на полигенной матрицы, если матрица не деградировала. Чем 
ближе расположена нонсенс-матрица к концу гена, тем выше 
вероятность того, что реинициация трансляции опередит дег¬ 
радацию. Таким образом, полярность выражена более силь¬ 
но, если нонсенс-мутация локализована на проксимальном 
конце вена (ближе к оператору). 

РАЗНООБРАЗИЕ МЕХАНИЗМОВ 

ГЕНЕТИЧЕСКОЙ РЕГУЛЯЦИИ 

Выше мы описали лишь один из механизмов генетической ре¬ 
гуляции— тот, который действует в случае /ас-генов и их про¬ 
дуктов. Напомним основные свойства этой системы. Ряд 
функциально связанных генов, расположенных последова¬ 
тельно в хромосоме, примыкает к особому участку, называе¬ 
мому оператором. Ген-регулятор детерминирует продукт — 
Іас-репрессор , который связывается о оператором и предот¬ 
вращает инициацию транскрипции /ас-генов. Іас - Гены не дей¬ 
ствуют до тех пор, пока в клетку не попадает индуктор ; он 
соединяется с репрессором и инактивирует его. Тогда/ас-гены 
транскрибируются в форме единой полигенной матрицы. 

В настоящее время известно много других оперонов, вклю¬ 
чая группы генов, определяющих образование ферментов био¬ 
синтетических путей. В этих случаях репрессор сам по себе 
неактивен и активируется при связывании с конечным про¬ 
дуктом соответствующего биосинтетического пути. Эта спо¬ 
собность белка активироваться под действием малой моле¬ 
кулы, не имеющей структурного сходства с субстратом, поз- 
232 воляет предположить, что белок является аллостерическим. 


Гены, определяющие синтез ферментов метаболических 
путей, не обязательно организованы в единые опероны. На¬ 
пример, у Е. соіі многие метаболические агути контролируют¬ 
ся генами, «разбросанными» по хромосоме. В некоторых из 
этих систем синтез ферментов координируется продуктом 
единственного регуляторного локуса, что указывает на воз¬ 
можность связывания одного репрессора со многими рецеп¬ 
торами. В других случаях метаболические пути детермини¬ 
руются генами, расположенными в разных участках генома и 
не регулируются при участии единого репрессора. Гены могут 
регулироваться по отдельности конечными продуктами пути, 
причем координация их активностей в этом случае гораздо 
менее точна. 

Некоторые продукты регуляторных генов не репрессиру¬ 
ют, а, напротив, активируют образование ферментов. Извест¬ 
но несколько таких систем, в том числе регуляция синтеза 
щелочной фосфатазы у Е. соіі. Этот фермент позволяет клет¬ 
ке получать фосфат за счет гидролиза органического фосфата 
среды. Если среда содержит много неорганического фосфата, 
синтез щелочной фосфатазы репрессирован. Это достигается 
активацией (под действием неорганического фосфата) репрес¬ 
сора— продукта гена-регулятора. Однако в отсутствие неор¬ 
ганического фосфата репрессорный белок существует в фор¬ 
ме, активирующей (а не репрессирующей) синтез щелочной 
фосфатазы. Без продукта этого гена-регулятора щелочная 
фосфатаза не образуется, независимо от того, есть ли в сре¬ 
де неорганический фосфат. Этот механизм нужен для того, 
чтобы синтез щелочной фосфатазы был особенно чувствите¬ 
лен к присутствию неорганического фосфата, который пре¬ 
вращает активатор синтеза фермента в репрессор. 

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ КОМПЛЕМЕНТАЦИЯ 


МЕЖГЕННАЯ КОМПЛЕМЕНТАЦИЯ: 

ЦИС-ТРАНС-ТЕСТ 
НА ГЕНЕТИЧЕСКУЮ ФУНКЦИЮ 

В начале настоящей главы мы определили ген как участок 
молекулы нуклеиновой кислоты, последовательность основа¬ 
ний которого задает последовательность аминокислот в оп¬ 
ределенной полипептидной цепи. Таким образом, ген — это 
единица генетической функции. 

Предположим, что две или более мутации независимого 
происхождения изменяют одно и то же свойство вируса или 
клетки; тогда возникает вопрос: где локализованы эти мута¬ 
ции— в одном и том же гене или в ряде разных, генов, каж¬ 
дый из которых должен функционировать, чтобы клетка с 
точки зрения исследуемого свойства была нормальной? На- 
233 пример, в клетках Е. соіі дикого типа имеется фермент трип- 
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тофа.нсинтетаза, который катализирует сложную реакцию 
между индоліилглицерофосфатом и серином с образованием 
триптофана ,и глицерофосфата (последний этап биосинтеза 
триптофана; см. рис. 7.22). Многие мутанты Е. соіі не обла¬ 
дают триптофансинтетазной активностью. Где произошли псе 
эти мутации: в одном гене или в нескольких разных генах, 
каждый из которых участвует в образовании триптофансин- 
тетазы? Последнее было бы возможно, если бы триптофан- 
синтетаза состояла из двух или более разных полипептидных 
цепей. 

Можно попытаться ответить на этот вопрос, проведя цис- 
транс- тест на генетическую функцию, предложенный С. Бен- 
зером (S. Benzer) в ходе исследований по генетике фагов. 
Состоит этот тест в следующем: два гаплоидных генома, 
каждый из которых несет независимую мутацию, затрагива¬ 
ющую одну и ту же функцию, совмещают ів одной диплоид¬ 
ной клетке. В этом случае говорят, что две мутации находят¬ 
ся в транс-\ положении. Образуют другой дшілоид, в котором 
обе мутации присутствуют ,в одном и том же геноме; в этом 
случае говорят, что мутации находятся в цис- положении. 
Эти два типа диплоидоів показаны на рис. 13.16. 

Из рис. 13.16 видно, что, когда две мутации находятся в 
двух разных генах, и цис-, и транс- диллоиды образуют такое 
же количество активного продукта гена, как и гаплоидная 
клетка дикого типа. Если же мутации расположены в одном 
гене, то ^яс-диплоид будет по-прежнему образовывать столь¬ 
ко же активного продукта гена, сколько гаплоидный дикий 
тин, а транс- диплоид будет образовывать гораздо меньше 
продукта или не будет его синтезировать совсем 1 . Этот по¬ 
следний результат и составляет смысл «негативного» цис- 
транс- теста. 

С помощью цис-транс- теста были проверены многие пары 
мутантов по триптофансинтетазе. Полученные результаты 
показали, что триптофансинтетаза кодируется двумя генети¬ 
ческими областями, которые обозначают А и В. Т рансіщпло- 
иды, несущие две мутации в области А или две мутации в 
области В, не образуют триптофане,интетазу. Но если совме¬ 
стить любую мутацию в A -области в граяодиплоиде с мута¬ 
цией в В-области, образуется такое же количество трипто- 
фансинтетазы, как в клетках дикого типа. 

Таким образом, А- и В-области представляют собой еди¬ 
ницы генетической функции. Для обозначения функциональ¬ 
ной единицы, выявленной с помощью цис-транс- теста, Бензер 
предложил термин цистрон ; следовательно, цистрон — генети- 

1 В соответствии с рис. 13.16 в том случае, если обе мутации располо¬ 
жены в одном гене, активный продукт гена в тра«с-диплоиде вообще не 
должен образовываться. Тем не менее часто небольшие количества фер¬ 
мента все-таки выявляются, что обусловлено внутригенной комплемента¬ 
цией. Это явление будет рассмотрено в следующем разделе. 



Рис. 13.16. Цис-транс- 
тест на генетическую 
функцию. Л. Если две 
мутации расположены в 
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ческая область, в пределах которой любые две мутации дают 
отрицательный результат при цис-транс- тесте. Обычно счита¬ 
ется, что цистроны соответствуют генам; однако для оконча¬ 
тельного выяснения этого вопроса необходимо идентифициро¬ 
вать отдельные полипептиды — продукты цистронов. Это бы¬ 
ло сделано в случае А- и В-цистронов тршітофансинтетазы 
Е. соіі: два полипептида, которые называют белок А и бе¬ 
лок В, соединяются и образуют активную молекулу фермента. 

Описанное выше явление, при котором два генома, несу¬ 
щие мутации в разных генах, комплементарны друг другу, 
что позволяет восстановить полноценный фенотип дикого 
типа, называется межгенной комплементацией. Однако воз¬ 
можна комплементация и между геномами, несущими мута¬ 
ции на разных концах одного гена, как это будет описано в 
235 следующем разделе. 




















Рис. 13.17. Внутригенная 
комплементация. А. Ес¬ 
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ВНУТРИГЕННАЯ КОМПЛЕМЕНТАЦИЯ 

Многие ферменты -представляют собой 'полимерные белки, 
содержащие две и более идентичные субъединицы. Структура 
субъединиц определяется одним геном; несколько субъеди¬ 
ниц ассоциируют и образуют активный фермент. Если в та¬ 
ком гене происходит мутация, то образуется дефектная субъ¬ 
единица и фермент инактивируется. Но если две разные му¬ 
тации в этом гене совместить в транс-л иплоиде, то дефектные 
субъединицы двух типов, которые они образуют, могут ас¬ 
социировать и образовать частично активный фермент 
(рис. 13.17). Это явление называется внутригенной компле- 
236 ментацией. 







































Рис. 13.18. Сравнение 
цис-транс -теста на гене¬ 
тическую функцию и те¬ 
ста на комплементацию. 
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Предположим, например, что гаплоидная /клетка дикого 
типа образует 100 единиц данной ферментативной активности, 
а два разных гаплоидных (мутанта—менее 1 единицы каж¬ 
дый. Цис-дтлояДу содержащий оба мутантных аллеля, дает 
100 единиц активности. Если в транс-д иплоиде из двух /мутан¬ 
тов обнаруживается 30 единиц активности, то результат со¬ 
ответствует позитивному тесту на комплементацию ; он пока¬ 
зывает, что дефектные субъединицы, образованные двумя 
237 мутантами, способны дополнять друг друга в составе ноли- 


















мера. В то же время этот результат представляет -собой не^- 
гативный цис-транс- тест, так как транс-д иплоид образует- 
гораздо меньше активного фермента, чем цис-д иплоид. Сле¬ 
довательно, імутаціии лежат в пределах одного циетрона! 
(рис. 13.18). 

МУТАЦИИ У БАКТЕРИОФАГОВ 


Нуклеиновая кислота в составе зрелого вириона исключи¬ 
тельно стабильна; даже если суспензии частиц бактериофа¬ 
га хранятся .в течение длительного времени, спонтанные му¬ 
тации практически не выявляются. 

Однако мутации во внеклеточных фаговых частицах мож¬ 
но индуцировать, используя вещества или факторы, действу¬ 
ющие непосредственно на ДНК- Так, фаговые частицы мож¬ 
но обрабатывать азотистой кислотой, алкилирующими аген¬ 
тами или облучать УФ-светом. В любом случае нуклеиновая 
кислота модифицируется, так что в ходе очередного цикла 
репликации, когда обработанные частицы заразят новые' 
клетки-хозяева, возникнут замены пар оснований или другие- 
стойкие изменения в іпоследовательности оснований. 

Геномы бактериофагов, реплицирующихся внутри хозяй¬ 
ских клеток в виде профага или вегетативного фага, подвер¬ 
жены как спонтанным, так и индуцированным мутациям. Во* 
время (репликации фага возникают все виды мутаций, опи¬ 
санные в начале главы; более того, имеющиеся в настоящее' 
время данные о механизме этих мутаций получены главным 
образом на основании исследования мутаций у бактериофа¬ 
гов. 

Взяв в качестве объекта бактериофаг Т4, Бензер задался 
следующим вопросом: одинакова ли вероятность мутирования 
различных сайтов (т. е. пар оснований) внутри одного гена,, 
и если .нет, то обладают ли участки, мутирующие под влияни¬ 
ем одного агента с повышенной частотой, такой же повы¬ 
шенной мутабильностью под влиянием других агентов? 

Для ответа на эти вопросы Бензер провел тонкое карти¬ 
рование мутаций в области гена гІІ фага Т4. Фаговые части¬ 
цы, несущие аллель этого гена дикого типа, -образуют при 
посеве на газон чувствительных клеток Е. соіі В небольшие 
расплывчатые бляшки. Фаговые частицы, несущие мутантные* 
аллели гена гІІ, образуют большие, четко очерченные бляш¬ 
ки. Таким образом, мутанты по гену гІІ могут быть выделены: 
без особого труда. 

Бензер обнаружил, что частицы дикого типа (г//+) в отли¬ 
чие от мутантных по гІІ частиц способны образовывать бляш¬ 
ки на другом хозяине — Е. соіі К- При заражении штамма В 
смесью двух разных мутантов большая часть потомства бу¬ 
дет относиться к родительским типам и, следовательно, не- 
238 сможет образовывать бляшки на штамме К; но если два му- 



Рис. 13.19. Тонкое кар¬ 
тирование мутаций в ге¬ 
не гІІ фага Т4. А. Клет¬ 
ки Е. соіі В заражают 
совместно двумя мутан¬ 
тами гІІ. Поскольку оба 
мутанта несут мутации 
в одном и том же сай¬ 
те локуса гІІ, при ре¬ 
комбинации образуются 
только родительские ти¬ 


пы мутантов гІІ, а не 
рекомбинанты дикого ти¬ 
па, способные давать 
бляшки на Е. соіі К- 
Б. Два мутанта гІІ не¬ 
сут мутации в разных 
сайтах. Кроссинговер 
между ними приводит к 
появлению двойного му¬ 
танта и рекомбинанта 
дикого типа ( + ). Если 


посеять потомство на 
культуру Е. соіі К, то 
рекомбинанты дикого ти¬ 
па образуют бляшки. 
Чем дальше отстоят друг 
от друга мутационные 
сайты, тем выше частота 
кроссинговера между 
ними и тем больше чис¬ 
ло рекомбинантов дико¬ 
го типа в потомстве от 
скрещивания. 


А 


Мутации в обоих мутантах 
локализованы в одном и 
том же сайте 



Мутации расположены 
в разных сайтах. 


Б 













тантных генома rll рекомбинируют и образуют рекомбинант 
г//+, эту частицу можно будет выявить по ее способ,ности 
образовывать бляшки на штамме К. 

Бензер выделил большое число мутантов но гІІ и скре¬ 
стил их попарно. Каждую пару мутантов использовали для 
совместного заражения Е. соіі В, а потомство проверяли на 
присутствие рекомбинантов, способных давать бляшки на 
штамме К. Чем дальше друг от друга расположены две му¬ 
тации и гене гІІ , тем выше число рекомбинантов; если же му¬ 
тации занимают один и тот же участок, то рекомбинанты во¬ 
обще не образуются (рис. 13.19). 

Таким образом Бензер построил карту всего пена rIL 
Спонтанные мутации наблюдались примерно в 300 разных 
сайтах, каждый из которых представлял собой отдельную 
пару оснований. Однако распределение частот мутаций по 
сайтам было далеко не случайным: выявились две «горячие 
точки», одна из которых мутировала 52 раза, а вторая — 
275 раз. Кроме того, распределение частот мутаций для раз¬ 
ных агентов было неодинаковым: никакие два агента не да¬ 
вали сходной картины расположения «горячих точек». 

«Горячие точки» не могут быть необычными парами осно¬ 
ваний, поскольку известно, что в ДНК фага Т4 присутствуют 
только 4 вида обычных пар оснований. Особая чувствитель¬ 
ность горячих точек к мутагенам обусловлена, по-видимому, 
влиянием соседних пар оснований; природа этого влияния 
неизвестна. 


СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 

Книги 

Beckwith J. R. f Zipser D. (eds.), 1970, The Lactose Operon, Cold Spring Har¬ 
bor, N. Y., Cold Spring Harbor Laboratory. 

Chromosome Structure and Function, 1973, Cold Spring Harbor Symposia on 
Quantitative Biology, Vol. 38. 

Drake /. W., 1970, The Molecular Basis of Mutation, San Francisco, Holden- 
Day. 

Hartman P. E., Suskind S. R. t 1969, Gene Action, 2nd ed., Englewood Cliffs, 
N. J., Prentice-Hall. 

Hayes W., 1968, The Genetics of Bacteria and Their Viruses, 2nd ed., Oxford, 
England, Blackwell. [Имеется перевод 1-го изд.: Хейс У. Генетика бак¬ 
терий и бактериофагов. — М.: Мир, 1965.] 

King R. С„ 1972, A Dictionary of Genetics, 2nd ed., New York, Oxford Uni¬ 
versity Press. 

Stent G. S., 1971, Molecular Genetics, San Francisco, Freeman. [Имеется пе¬ 
ревод: Стент Г. Молекулярная генетика. — М.: Мир, 1974.] 

Woese С. R., 1967, The Genetic Code, New York, Harper and Row. 

Обзоры 

Auerbach C., Kilben B. J. (1971), Mutation in Eukaryotes, Ann. Rev. Gene¬ 
tics, 5, 163. 

пуіп Beckwith Rossow P. (1974), Analysis of Genetic Regulatory Mechanisms, 
^4U Ann. Rev. Genetics, 8, L 



Boyer H. W. (1971), DNA Restriction and Modification Mechanisms in Ba-- 
cteria, Ann. Rev. Microbiol., 25, 153. 

Clark С. H., Shankel D. M. (1975), Antimutagenesis in Microbiah Systems* 
Bacteriol. Rev., 39, 33. 

Englesberg E., Wilcox G. (1974), Regulation: Positive Control, Ann. Rev. 
Genetics, 8, 219. 

Freese E., 1971, Molecular Mechanism of Mutation, in Chemical Mutagens: 
Principles and Methods for their Detection, Vol. I, A. Hollaender (ed.)* 
New York, Plenum Press, pp. 1—56. 

Hartman P. E., Roth J. R. (1973), Mechanisms of Suppression, Adv. in Ge¬ 
netics, 16, 1. 

Newcombe H. B. (1971), The Genetic Effects of Ionizing Radiations, Ann. 
Rev. Genetics, 16, 240. 

Reznikoff W. S. (1972), The Operon Revisited, Ann. Rev. Genetics, 6, 133.. 
Roth J. R. (1974), Frameshift Mutations, Ann. Rev. Genetics, 8, 319. 


16—1261 








14 ФЕНОТИПИЧЕСКОЕ ВЫРАЖЕНИЕ 
МУТАНТНЫХ ГЕНОВ У ВИРУСОВ, 

В КЛЕТКАХ И КЛЕТОЧНЫХ ПОПУЛЯЦИЯХ 

Все свойства организма однозначно определяются его гена¬ 
ми, включая тены органелл (митохондрий и хлоропластов 
эукариотических клеток), плазмид и хромосомные ядерные 
гены. Каждый ген ,может существовать в виде ряда структур¬ 
ных форм, или аллелей, іприрода которых обсуждалась в 
гл. 13. Совокупность аллелей всех генов клетки является ее 
- генотипом . 

Структурные и функциональные свойства клетки составля¬ 
ют ее фенотип. В данной главе мы обсудим, как генотип 
клетки определяет ее фенотип и каким образом изменения 
генотипа (мутации) обусловливают изменения фенотипа. 

ВЛИЯНИЕ МУТАЦИЙ НА ФЕНОТИП 


СВЯЗЬ МЕЖДУ ФЕНОТИПОМ 
И ГЕНОТИПОМ 

'Согласно сказанному в гл. 13, каждый .ген определяет струк¬ 
туру одного белка 1 . Структурные и каталитические свойства 
белков в свою очередь определяют анатомические и метабо¬ 
лические свойства клеток. Белки взаимодействуют друг с 
другом, образуя новые структуры — сложные клеточные ор¬ 
ганеллы — и приобретая новые функциональные свойства 
для координации и регуляции метаболических путей. Поэто¬ 
му мутация, приводящая к изменению структуры единичного 
белка, может вызвать глубокие вторичные изменения струк¬ 
туры и функции клетки. 

ВЛИЯНИЕ МУТАЦИЙ 
НА ПЕРВИЧНЫЕ ПРОДУКТЫ ГЕНА 

Чтобы не усложнять изложение, мы будем считать, что пер¬ 
вичные продукты гена в клетке — белки, так как влияние 
мутаций на фенотип проявляется обычно через изменения 
структуры белка. Последние всегда связаны с изменениями 
аминокислотной последовательности в результате мутацион¬ 
ного изменения последовательности нар оснований ДНК. 
Аминокислотная последовательность может измениться вслед¬ 
ствие замещения одной аминокислоты другой, делении или 
вставки нескольких аминокислот. 

Все это приводит к одному из следующих эффектов: 


п 1 Единственным исключением являются операторные гены и гены, ко- 

^42 дирующие рибосомные и транспортные РНК. 






1. Может (измениться каталитический центр фермента; это 
вызовет частичную или полную инактивацию белка как фер¬ 
мента. 

2. Белок .может стать чувств ительньіім к ряду агентов: он 
может инактивироваться под действием высоких или низких, 
температур, аллостерического эффектора, иона какого-либо* 
металла и т. д. Термолабильность, возникшая вследствие му¬ 
тации,— очень интересное явление, так как оно позволяет 
изучать мутации, затрагивающие ключевые функции іклеткт 
(см. ниже). 

3. Полипептидные субъединицы полимерного белка могут 
неправильно ассоциировать и вследствие этого утратить свою* 
обычную каталитическую или регуляторную функцию. 

4. Возможно, что никаких заметных изменений физико¬ 
химических свойств или каталитической активности белка не- 
произойдет. Это может быть в том случае, если одна амино¬ 
кислота замещается другой с очень близкими свойствами 
(например, замещение одной кислой аминокислоты, глута¬ 
мата, на другую кислую аминокислоту, аспартат). 

ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
НЕОБЯЗАТЕЛЬНЫХ ФУНКЦИЙ 
КЛЕТКИ 

В зависимости от условий окружающей среды те или иные- 
функции клетки являются необязательными, поэтому мута¬ 
ции, вызывающие утрату или изменение этих функций, мож¬ 
но изучать в условиях, позволяющих мутантам расти и де¬ 
литься. Такие исследования, которые относятся к области 
биохимической генетики, внесли значительный вклад в наши 
представления о метаболических путях, регуляторных функ¬ 
циях и других аспектах клеточной физиологии. 

К функциям клетки, необязательным при определенных 
условиях окружающей среды, относятся использование аль¬ 
тернативных источников углерода, азота, серы или фосфата; 
синтез предшественников макромолекул и коферментов; ре¬ 
гуляция синтеза и активности ферментов; синтез различных 
компонентов клеточной поверхности — пептидогликана, кап¬ 
сулы, жгутиков, пилей. В следующих разделах мы вкратце 
рассмотрим некоторые примеры фенотипов, возникающих в. 
результате утраты этих функций. 

ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
в ПИТАНИИ: ИСТОЧНИКИ 
ЭЛЕМЕНТОВ 

Многие микроорганизмы способны использовать альтернатив¬ 
ные виды соединений углерода, азота, серы и фосфата. Утра¬ 
та способности использовать то или иное соединение элемен¬ 
та (в результате мутации, приводящей к инактивации белка, 
243 участвующего в использовании) восполнима при условии, что» 
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в среде имеется другое подходящее соединение этого элемен¬ 
та. Мутации могут (приводить к утрате ферментативной или 
транспортной активности. Например, неспособность исполь¬ 
зовать лактозу в качестве источника углерода может быть 
результатом инактивации р-галактозидазы или (З-галактозид- 
пермеазы. 

Некоторые катаболические пути использования органиче¬ 
ских соединений описаны в гл. 6. Например, на рис. 6.13 изо¬ 
бражены пути использования (различных ароматических со¬ 
единений псевдомонадами. Из этого рисунка видно, что утра¬ 
та любого из ферментов сходящихся путей приведет к тому, 
что клетка не сможет использовать одно или несколько аро¬ 
матических соединений в (Качестве источника углерода и энер¬ 
гии. 

Многие микроорганизмы способны восстанавливать суль¬ 
фат и нитрат, используемые для образования еульфгидриль- 
ных и аминогрупп соответственно. В обоих случаях этот про¬ 
цесс представляет собой ряд ферментативных реакций; утра¬ 
та любого фермента приведет к возникновению потребности 
в более восстановленной форме серы или азота. 

Большинство организмов могут использовать в качестве 
источника фосфора органические фосфаты, гидролизуя их с 
образованием неорганического фосфата. Например, у Е. соіі 
это происходит под действием щелочной фосфатазы, локали¬ 
зованной в периплазме. Утрата активности щелочной фосфа¬ 
тазы вследствие мутации приводит к появлению у Е. соіі по¬ 
требности в неорганическом фосфате. 

ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
В ПИТАНИИ: ФАКТОРЫ 
РОСТА 

Если мутации вызывают инактивацию какого-либо фермента 
необязательного биосинтетического пути , клетка становится 
зависимой от (присутствия в среде одного или нескольких 
факторов роста. Это фенотипическое (проявление мутаций на¬ 
зывается ауксотрофностью; исходное состояние, когда по¬ 
требности в факторе роста нет, называется прототрофным. 
К необязательным биосинтетическим путям относятся только 
такие пути, в результате которых синтезируются небольшие 
молекулы, способные проникать в клетку и потому могущие 
служить факторами роста. К наиболее типичным факторам 
роста, которые могут стать необходимыми в результате аук- 
сотрофных мутаций, относятся аминокислоты (предшествен¬ 
ники белков), пурины и пиримидины (предшественники нук¬ 
леиновых кислот) и витамины (предшественники кофермен- 
тов). 

Пути биосинтеза аминокислот, пуринов и пиримидинов 
были в общих чертах описаны в гл. 7. Следует отметить, что 
244 в биосинтезе пуринов и пиримидинов участвуют фосфорили- 



рованные интермедиаты и что конечными продуктами этих 
путей являются куклеотиды. Ни интермедиаты, ни конечные 
продукты данных 'биосинтетических іпутей не могут поступать 
в качестве факторов роста в мутантные клетки, у которых 
эти пути блокированы, поскольку клетка непроницаема для 
сильно заряженных (и, следовательно, для фосфорилирован- 
ных) соединений. Тем не менее биосинтетические пути для 
клетки не обязательны, если в среде содержатся соответст¬ 
вующие свободные пурины или пиримидины, /поскольку клет¬ 
ка способна поглощать свободные основания и превращать их 
в нуклеотиды с помощью фосфорибозилтрансфераз (рис. 7.15). 

Пути биосинтеза аминокислот построены таким образом, 
что утрата одной ферментативной активности может приво¬ 
дить к различному проявлению ауксотрофности. Один из ва¬ 
риантов возникает при утрате фермента, действующего до 
места разветвления пути; это — множественная потребность в 
аминокислотах . Например, при утрате любого фермента, уча¬ 
ствующего в образовании хоризмовой кислоты в биосинтезе 
ароматических аминокислот (рис. 7.21), для роста клетки 
будут необходимы фенилаланин, тирозин, триптофан, л-окси- 
бензойная, я-аминобензойная и 2,3-диоксибензойная кислоты. 
Однако, если путь блокирован до реакции образования этого 
соединения, все шесть конечных продуктов ароматического 
пути можно заменить шииимовой кислотой. Более поздние 
фоісфорилированные интермедиаты не могут служить фактора¬ 
ми роста. Множественная потребность возникает также при 
утрате ферментативной активности, общей для двух разных 
биосинтетических путей; например, потребность в изолейцине 
и валине возникает при инактивации одного фермента 
(рис. 7.25). 

Другая разновидность ауксотрофности, обусловленной од¬ 
ной мутацией, — потребность в одном из двух соединений. 
Такая ауксотрофность возникает вследствие обратимости не¬ 
которых реакций: например, превращение серина в глицин 
легко обратимо, поэтому клетка, в которой блокирован био* 
синтез серина, может /использовать в качестве фактора роста 
как серин, так и глицин (рис. 7.24). 

УСТОЙЧИВОСТЬ 

И ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ 

К АНТИМИКРОБНЫМ АГЕНТАМ 

Мутационные изменения структуры белка могут приводить к 
повышенной устойчивости к антимикробным агентам как хи¬ 
мической, так и физической природы. Устойчивость к лекар¬ 
ственным препаратам 1 возникает в результате различных из¬ 
менений первичного продукта гена: клеточная мембрана мо- 
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жет стать непроницаемой для лекарственного препарата; 
клетка может приобрести ферментативную активность, рас¬ 
щепляющую лекарственный препарат или инактивирующую 
его путем химической модификации; все компоненты 
клетки, представляющие собой первичные мишени для дей¬ 
ствия препарата, могут приобрести пониженное сродство к 
нему. 

Ряд структурных аналогов обычных метаболитов подавля¬ 
ет рост микроорганизмов. Причины такого явления различны. 
В одних случаях аналог включается в макромолекулу (на¬ 
пример, н-фторфенилаланин включается в белок вместо фе¬ 
нилаланина), в других аналог действует надобно природному 
метаболиту, влияя на определенный биосинтетический путь 
по типу ингибирования конечным продуктом, но не заменяя 
метаболит при осуществлении обычных функций клетки. 

Устойчивость к аналогам возникает несколькими путями.. 
Например, включению аналога в полимер может препятство¬ 
вать мутация, изменяющая сродство фермента, активирую¬ 
щего аминокислоту, к ее аналогу; устойчивость к ложному 
ингибированию конечным продуктом может возникнуть бла¬ 
годаря изменению аллостерического рецептора, чувствитель¬ 
ного к ингибированию фермента. 

Мутации могут (Приводить не только к повышению, но и к 
понижению устойчивости к антимикробным агентам. Напри¬ 
мер, чувствительность бактерий к УФ-свету сильно увеличи¬ 
вается при утрате одного из ферментов, осуществляющих ре¬ 
парацию ДНК, поврежденной УФ-оветом. (Ферменты, участ¬ 
вующие в репарации ДНК, были рассмотрены в гл. 13.) 

ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
ПРИ УТРАТЕ СПОСОБНОСТИ 
СИНТЕЗИРОВАТЬ КОМПОНЕНТЫ 
КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКИ 

Все структуры клетки, расположенные вне клеточной мембра¬ 
ны, при определенных условиях окружающей среды являются 
необязательными. Например, клеточная стенка не нужна бак¬ 
териальным клеткам, растущим в изотонической среде; кап¬ 
сулы, жгутики и пили также не обязательны при выращива¬ 
нии клеток в обычных лабораторных условиях. Поэтому мута¬ 
ции, лишающие клетки той или иной из этих структур, легко* 
наблюдать в лабораторных условиях, а соответствующие из¬ 
менения легко соотнести с изменениями первичных продук¬ 
тов генов. 

Жгутики и пили собираются из мономерных полипептид- 
ных субъединиц. Мутации в генах, детерминирующих эти по¬ 
липептиды, могут препятствовать синтезу полимерных: 
отростков, а это в свою очередь вызовет вторичные феноти¬ 
пические изменения. Например, клетки со жгутиками значи- 
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наго arapa обширные колонии; безжгутиковые мутанты дают 
на той же среде компактные колонии. 

Пептидогликановый слой бактериальной клеточной стенки 
содержит диаминопимелиновую кислоту (ДАП), которая яв¬ 
ляется последним интермедиатом биосинтеза лизина в бак¬ 
териях (рис. 7Л8). Если в результате мутации инактивирует¬ 
ся один из ферментов, участвующих в пути биосинтеза ли¬ 
зина до реакции образования ДАП, то клетка будет нуждать¬ 
ся для роста и в ДАП, и ів лизине. В присутствии ДАП клет¬ 
ка будет расти нормально, так как ДАП обеспечивает синтез 
лизина. Но если в среде содержится только лизин, клетка 
сможет синтезировать белки, но будет лишена ДАП для син¬ 
теза пептидогликана; ее клеточная стенка разрушится при 
низком осмотическом давлении. Такие клетки в среде с вы¬ 
соким осмотическим давлением растут ів виде L -формы, а в 
обычной среде лизируются (L -формы клеток рассматрива¬ 
лись в гл. XI). 

Полисахаридная капсула бактериальной клетки синтези¬ 
руется в ходе ряда ферментативных реакций, составляющих 
биосинтетический путь. Клетки, способные осуществлять всю 
последовательность реакций, инкапсулированы и образуют 
гладкие, часто слизистые колонии; мутанты, у которых нет 
того или иного фермента биосинтетического пути, лишены 
капсулы и образуют шероховатые колонии. У патогенных 
бактерий это фенотипическое изменение сопровождается по¬ 
терей вирулентности, так как бактериальная капсула прида¬ 
ет бактерии устойчивость к фагоцитозу в организме млеко¬ 
питающего. 


ПЛЕЙОТРОПНЫЕ МУТАЦИИ 

Мутация, которая вызывает изменение двух и более разных 
свойств клетки, называется плейотропной. Плейотропия воз¬ 
никает в том случае, когда первичный или вторичный про¬ 
дукт гена выполняет более одной функции. Мы уже (Приво¬ 
дили пример такой мутации: инактивация фермента биосин¬ 
тетического пути, лишающая клетку капсулы, приводит к 
двум вторичным фенотипическим изменениям—к образова¬ 
нию шероховатых колоний и к потере вирулентности. Подоб¬ 
но этому, мутация, инактивирующая единственный компонент 
фосфотрансферазной системы, лишает клетку способности 
использовать множество различных метаболических неродст¬ 
венных сахаров. 

ОТБОР И ВЫЯВЛЕНИЕ МУТАНТОВ 

Существуют три общих метода отбора мутантов микробов: 
отбор, основанный на разнице в скорости роста; отбор, осно¬ 
ванный на разной способности к выживанию, и отбор, осно- 
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ОТБОР, ОСНОВАННЫЙ 
НА РАЗНИЦЕ 
В СКОРОСТИ РОСТА 

При использовании этого метода .клетки высевают на твердую 
среду с агаром, состав которой таков, что образуются види¬ 
мые колонии только искомого мутанта; родительские клетки 
дикого типа не делятся или гибнут. Например, на агар, со¬ 
держащий в качестве единственного источника углерода лак¬ 
тозу, можно -посеять ІО 6 или более клеток Іас~ (не способных 
использовать для роста лактозу); (вырастут и образуют коло¬ 
нии только редкие мутанты Іас+, в то время как клетки /от¬ 
делиться не смогут. Сходным образом на агар, не содержа¬ 
щий гистидина, можно посеять ІО 6 или более клеток his~~ 
(не способных синтезировать гистидин); вырастут и обра¬ 
зуют колонии только редкие клетки his + . В другом случае 
селективная среда может быть составлена так, чтобы попу¬ 
ляцию родительских клеток активно подавить и уничтожить, 
а не просто ограничить их рост. Например, если чувствитель¬ 
ную к стрептомицину популяцию клеток посеять на агар, 
содержащий стрептомицин в концентрации, достаточной для 
уничтожения бактерий, родительские клетки погибнут, а 
редкие мутанты, устойчивые к стрептомицину, вырастут и 
образуют видимые колонии. 

ОТБОР, ОСНОВАННЫЙ 
НА РАЗНОЙ СПОСОБНОСТИ 
К ВЫЖИВАНИЮ 

Этот метод отбора основан на использовании условий, при 
которых рост мутанта нужного типа подавляется, а в среду 
добавляется агент, убивающий только растущие (родитель¬ 
ские) клеткгі. В результате клетки нужного мутанта не де¬ 
лятся и переживают летальные условия; после завершения 
процесса отбора их (Переносят в среду, поддерживающую 
рост. Например, (пенициллин убивает только растущие клет¬ 
ки, и если добавить его в экспоненциальную культуру бакте¬ 
рий, растущую на минимальной жидкой среде 1 , то бактерии 
дикого типа будут продолжать расти, до тех пор пока не бу¬ 
дут убиты пенициллином. Если в культуре есть ауксотрофные 
мутанты, они не смогут расти в минимальной среде и, следо¬ 
вательно, выживут при обработке пенициллином. По окон¬ 
чании инкубационного периода выжившие клетки высевают 
на полноценную питательную среду,* а образующиеся клоны 
проверяют для подтверждения их ауксотрофности и для оп¬ 
ределения потребностей в факторах роста. 


1 Минимальная среда содержит минимальный набор питательных ве¬ 
ществ, необходимых для роста организма дикого типа. Минимальная среда 
для Е. соіі содержит минеральные соли и источник углерода, например 
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Рис. 14.1. Перепечатка 
колоний. На исходной 
чашке с питательным 
агаром было 12 коло¬ 
ний (не показано). Ко¬ 
лонии перепечатали на 
питательный агар (сле¬ 
ва) и на синтетическую 


среду без факторов ро¬ 
ста (справа). Обе чаш¬ 
ки ориентированы оди¬ 
наково, а стрелкой ука¬ 
заны отпечатки одной и 
той же колонии. На 
сложной среде выросло 
двенадцать колоний, а 


на синтетической сре¬ 
де— только девять. Три 
колонии, не давшие от¬ 
печатков на синтетиче¬ 
ской среде, образованы 
мутантами, для разви¬ 
тия которых необходи¬ 
мы факторы роста. 



ОТБОР, ОСНОВАННЫЙ 

НА ВИЗУАЛЬНОМ ВЫЯВЛЕНИИ 

МУТАНТОВ 

При использовании этого метода условия .посева на чашки 
должны быть подобраны таким образом, чтобы колонии му¬ 
тантов нужного типа отличались на вид от колоний дикого 
типа. Например, бесцветное соединение тетразолий восста¬ 
навливается внутри клетки до ярко-красного нерастворимого 
продукта — формазана— лишь в узком интервале значений 
pH. Поэтому в полной среде, содержащей сбраживаемый са¬ 
хар в высокой концентрации, клетки, способные сбраживать 
этот сахар, снижают pH до значения, при котором краситель 
не восстанавливается, что и приводит к образованию белых 
колоний. В то же время в мутантных клетках, не способных 
сбраживать содержащийся в среде сахар, тетразолий восста¬ 
навливается до формазана и образуются ярко-красные ко¬ 
лонии. С помощью этого метода можно выявить на чашке 
Петри одну мутантную колонию, не сбраживающую сахар, 
среди Ю 5 колоний дикого типа. 

В некоторых случаях реагенты, позволяющие дифферен¬ 
циально окрасить мутантные колонии, летальны. Например, 
мутанты, образующие гликоген, можно выявить только с по¬ 
мощью окрашивания (и одновременного уничтожения) коло¬ 
ний иодом. В этих случаях используется метод отбора сест - 
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растут тысячи колоний, перепечатывается, как описано ниже,, 
и отпечаток заливается раствором иода. Если при этом вы* 
является гликоіген-іпозитивная мутантная (Колония, то живые 
мутантные клетки для пересева можно получить с соответ¬ 
ствующего места исходной чашки. 

При перепечатке на цилиндрический блок из дерева или 
из металла диаметром чуть меньше чашки Петри натягива¬ 
ют кусок стерильного бархата. Блок поворачивают вверх той 
стороной, где натянут бархат, чашку Петри -с колониями бак¬ 
терий переворачивают и слегка прижимают к бархату. Мно¬ 
гочисленные ворсинки бархата аналогичны иглам для посе¬ 
ва; на них попадают клетки из всех колоний, растущих на 
чашке. Затем чашку Петри убирают и прикладывают к бар¬ 
хату свежий агар, чтобы получить посев от каждой колонии. 
При получении отпечатков чашки ориентируют одинаково по 
отметкам, нанесенным на их края, так что колонии, которые 
появляются на чашке с отпечатком, занимают такое же по¬ 
ложение, как их сестринские колонии на исходной чашке 
(рис. 14.1). 

Количество посевного материала на поверхности бархата 
обычно достаточно для того, чтобы сделать отпечатки на не¬ 
сколько различных чашек с агаром. Таким образом, метод 
отпечатков можно использовать для проверки клеток из очень 
большого числа колоний на исходной чашке на их способ¬ 
ность расти на 8—10 различных селективных средах. Этот 
метод нашел применение в многочисленных экспериментах, 
заложивших основы генетики микробов и молекулярной ге¬ 
нетики. 

УСЛОВНОЕ ВЫРАЖЕНИЕ МУТАНТНОГО ГЕНА 


Мутации, описанные в предшествующих разделах, выражают¬ 
ся в синтезе функционально измененных генных продуктов, 
т. е. ферментов, утративших свою ферментативную актив¬ 
ность, или белков, утративших способность связывать эффек¬ 
торы или ингибиторы. Однако многие мутации являются 
условными: при одних условиях, называемых пермиссивными 
(разрешающими), они не выражаются и в мутантной клетке 
образуется продукт гена, функционально неотличимый от 
продукта дикого типа; при других условиях, называемых не¬ 
пермиссивными (неразрешающими), мутации выражаются и 
образуется функционально измененный продукт. Ниже опи¬ 
саны некоторые механизмы условного выражения генов. 

На основе явления условного выражения мутаций были 
выделены и изучены мутанты, у которых мутации лишают 
клетку незаменимых функций , т. е. легальны при любых ус¬ 
ловиях культивирования. Примерами мутаций этого класса 
могут быть мутации, инактивирующие ДНК-полимеразу III, 
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реакций, ката,лизируемых этими ферментами, незаменимы 
для клетки и не могут (поступать из окружающей среды. Та¬ 
кие мутации ,при проявлении обязательно летальны 1 . 

Многие нелегальные мутации также являются условными. 
Так, некоторые мутанты аукоотрофны іпри непермиссивных 
условиях, когда они образуют неактивный фермент биосин¬ 
теза, и прототрофны три лермиссивных условиях, когда они 
образуют активный фермент. Такая выраженная мутация не 
•леталь,на, поскольку конечный продукт биосинтеза можно 
внести в среду. 

Значение условных мутаций, особенно летальных, состо¬ 
ит в том, что при іпермиссивных условиях мутант можно куль¬ 
тивировать обычным образом, а затем в нужный момент пе¬ 
ренести в непермиіссивные условия и исследовать 'последст¬ 
вия выражения мутации физическими, химическими и микро¬ 
скопическими методами. Например, (перенеся мутант по ами- 
ноацил-тРНК-оинтетазе из лермиссивных условий в напер- 
миссивные, можно исследовать влияние на клетку внезапной 
остановки синтеза белка. 

Существуют два разных способа условного выражения 
мутации. Один из них — условное образование измененного 
белка. В другом случае измененный белок образуется всегда, 
а условной является утрата его нормальной функции. 

УСЛОВНОЕ ОБРАЗОВАНИЕ 
ИЗМЕНЕННОГО БЕЛКА 

В гл. 13 мы рассмотрели один механизм условного выраже¬ 
ния мутации — генетическую супрессию. Бактериофаг, несу¬ 
щий амбер-(нонсенс) мутацию в гене, выполняющем неза¬ 
менимую функцию в лермнесивном хозяине (несущем а мбер - 
супрессорную мутацию), будет развиваться нормально, а в 
непермисоивном хозяине (без супрессорной мутации) его 
развитие будет абортивным. Например, если заразить не- 
пермесеивного хозяина мутантным фагом Т4, несущим амбер- 
мутации в гене, ответственным за образование белка голов¬ 
ки, клетка будет продуцировать только неполноценные фаги. 
Лизис происходит благодаря образованию фагового лизоци¬ 
ма, но лизат содержит только компоненты хвоста фага. 

Супрессия (в смысле коррекции трансляции) может про¬ 
исходить также на негенетическом уровне. Один из типов 
такой негенетической супрессии уже упоминался в гл. 13 — 
супрессия стрептомицином. В некоторых устойчивых к стреп¬ 
томицину мутантах связывание стрептомицина с рибосомой 

1 Далее мы всюду будем применять термин «летальный» в смысле 
«летальный при всех условиях культивирования». Условные мутации, кото¬ 
рые летальны при выражении, часто называли условно-летальными. Такая 
терминология является недостаточно четкой, поскольку условна не леталь- 
ность мутации, а ее выражение. Даже ауксотрофность условно-летальна, 
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изменяет трансляцию мутантного кодона «и восстанавливает 
функціи он а л ьн о активную аминокислотную последователь¬ 
ность. Было исследовано много условных «мутаций ів нермее- 
сивных условиях, обеспеченных (присутствием стрептомицина. 

Второй тип негенетической супрессии имеет место в то,м 
случае, когда мутантная клетка получает возможность вклю¬ 
чать в состав своей информационной РНК 5-фторурацил 
(ФУ). В мутантном кодоне, содержащем урацил, «при заме¬ 
щении урацила на ФУ последний при трансляции часто про¬ 
читывается как А, поскольку ФУ образует иные водородные 
связи, чем У. Это изменение дает возможность аминокислоте, 
свойственной дикому типу, встроиться в нужное место, бла¬ 
годаря чему восстанавливается нормальная функция белка. 

УСЛОВНАЯ УТРАТА 
НОРМАЛЬНОЙ ФУНКЦИИ БЕЛКА 

Во многих случаях измененный в результате мутации белок 
теряет свою нормальную активность только при определен¬ 
ных условиях окружающей среды. Известно два типа таких 
мутаций: температурочувствительные мутации (включая теп¬ 
ло- и холодочувствительные варианты) и мутации, чувстви¬ 
тельные к концентрации соли . 

Теплочувствительные мутации — это мутации, (придающие 
белку термолабильность при температурах, близких к мак¬ 
симальным в физиологическом интервале температур для 
данного организма. Например, многие белки Е. соіі изменя¬ 
ются за счет мутаций так, что при 40 °С они денатурируют, а 
при 30 °С остаются интактными. Известны мутантные белки, 
которые, напротив, не могут функционировать при минималь¬ 
ной температуре физиологического интервала допустимых 
температур, но работают при высоких температурах; такие 
мутации называются холодочувствительными. 

Известно большое число мутантов, нормально растущих 
в средах с высоким, а не с низким осмотическим давлением. 
Такие чувствительные к концентрации соли мутанты, как ока¬ 
залось, содержат измененные в результате мутаций фермен¬ 
ты, которые денатурируют, если они не стабилизированы вы¬ 
сокими концентрациями соли. 

Таким образом, температурочувствительные и чувствитель¬ 
ные к концентрации соли мутации относятся к тому классу 
мутаций, в основе условного выражения которых лежит 
утрата функции измененного белка, а не присутствие или от¬ 
сутствие его в клетке. 

УСЛОВНО-ЛЕТАЛЬНЫЕ МУТАЦИИ 
В БАКТЕРИОФАГАХ 

Большинство продуктов вирусных генов совершенно необхо¬ 
димо для образования нормальных вирусных частиц: хотя 
252 вирус устойчив к некоторым изменениям белков оболочки и 



Рис. 14.2. Упрощенная 
генетическая карта бак¬ 
териофага Т4. Хромосо¬ 


ма Т4 представлена в 
виде кольца; поперечны¬ 
ми линиями обозначены 


гены. Заметим, что мно¬ 
гие гены, обладающие 
родственными функци¬ 
ями, сгруппированы. 
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вирус-специфических ферментов, большинство изменений 
препятствует .нормальному синтезу и сборке вирусных ■. компо¬ 
нентов. 

Однако явление условного (выражения мутаций позволило’ 
выделить и изучить мутации почти по всем фаговым генам. 
У фага Т4 были обнаружены температурочувствительные и 
генетически еупрессируемые нонсенс-мутации всех функций 
фага; их удалось картировать с помощью методов генетиче¬ 
ской рекомбинации, которые будут обсуждаться в гл. 15. 
Упрощенная генетическая карта фага Т4 приведена на 
рис. 14.2. 

ВРЕМЯ ФЕНОТИПИЧЕСКОГО ВЫРАЖЕНИЯ 
МУТАНТНОГО ГЕНА 

Если первичным результатам мутации является утрата ста-^ 
бильного продукта гена, до фенотипического проявления му¬ 
тации может (пройти несколько поколений. Эта задержка на¬ 
зывается задержкой фенотипического выражения ; она может 
быть обусловлена тем, что для сегрегации хромосом или для- 
разбавления активного продукта гена, который больше не* 
253 синтезируется, необходимо некоторое время. 













Рис. 14.3. Бактериальные 
•клетки с двумя и че¬ 
тырьмя хромосомами. 
Если мутация происхо¬ 
дит в клетке с четырьмя 


хромосомами, для появ¬ 
ления мутантного гомо- 
кариона необходимо два 
поколения. Если мута¬ 
ция рецессивна, она не 


может проявиться до 
тех пор, пока не про¬ 
изойдет полного разде¬ 
ления мутантной и не¬ 
мутантной хромосом. 


Мутантный гетерокарион 



еомокарион 


ЗАДЕРЖКА 

ФЕНОТИПИЧЕСКОГО ВЫРАЖЕНИЯ: 

СЕГРЕГАЦИЯ ХРОМОСОМ 

Большинство бактерий в экспоненциальной фазе роста со¬ 
держат :в среднем две-четыре хромосомы на клетку. Они ге¬ 
нетически идентичны, поскольку происходят из одной хромо¬ 
сомы, которая присутствовала в клетках данной линии одно 
или два поколения назад. Если в одной из хромосом проис¬ 
ходит (Мутация, клетка становится гетерокарионом. Если му¬ 
тация вызывает утрату продукта гена, то в гетерокарионе она 
будет рецессивной, так как другие хромосомы продолжают 
продуцировать этот продукт. Поэтому для сегрегации хро- 
254 мосом и образования мутантной клетки гомокариона должно 






































Число поколений после мутагенного воздействия 


Рис. 14.4. Задержка фе¬ 
нотипического выраже¬ 
ния мутации. Суспензии 
чувствительных к фагу 
бактерий обработали му¬ 
тагеном и выжившие 
клетки посеяли на агар*, 
покрытый суспензией фа¬ 
га. На агаре появляют¬ 
ся только колонии му¬ 
тантов, устойчивых к 
фагу. В этом опыте да 
посева на чашки выжив¬ 
шие клетки давали раз¬ 
ное число поколений по¬ 
томства. 


пройти одно-два клеточных поколения, что позволит мута¬ 
ции, вызвавшей утрату, выразиться фенотипически. Это по¬ 
ложение иллюстрирует рис. 14.3. 

Бактерия — гаплоидный организм, поскольку все ее хро¬ 
мосомы идентичны. Даже если в результате мутации возник¬ 
нет генетическая гетерогенность, или, как будет описано в 
гл. 15, произойдет внутриклеточный перенос генов, через не¬ 
сколько поколений благодаря делению клеток и сегрегации 
хромосом восстановится гаплоидное состояние. 

ЗАДЕРЖКА 

ФЕНОТИПИЧЕСКОГО ВЫРАЖЕНИЯ: 

РАЗБАВЛЕНИЕ АКТИВНОГО 

ПРОДУКТА ГЕНА 

Если суспензию чувствительных к фагу бактерий обработать, 
мутагеном (см. гл. 13) и сразу посеять выжившие клетки на 
чашки с агаром, покрытым суспензией фага, индуцирован¬ 
ных мутантов, устойчивых к фагу, почти не образуется. Но 
если дать выжившим клеткам возможность перед посевом на 
чашки поделиться несколько раз в питательной среде, то* 
выявится большое число устойчивых мутантов. Типичный ре¬ 
зультат такого эксперимента показан на рис. 14.4, из которого 
видно, что для выражения некоторых индуцированных мута¬ 
ций необходимо целых 14 поколений. 

Причина этой задержки фенотипического выражения ста¬ 
ла ясна, когда был открыт механизм устойчивости к фагу. 
Чувствительная бактерия адсорбирует фаг посредством осо¬ 
бых рецепторов клеточной стенки; у устойчивых мутантов 
этих рецепторов нет. В тот момент, когда чувствительная^ 
клетка претерпевает генетическое изменение и становится не- 
255 чувствительной, ее стенка все еще содержит іпредсущество- 







вавшие рецепторные участки и клетка остается фенотипиче¬ 
ски чувствительной ік фагу. Однако при дальнейшем росте 
рецепторы больше не синтезируются, а старые разбавляются 
благодаря синтезу нового материала клеточной стенки. Та¬ 
ким образом, фенотипическое выражение мутации устойчи¬ 
вости задерживается до тех пор, пока мутировавшая клетка 
не будет иметь слишком мало рецепторов для успешной ад¬ 
сорбции фага. 

Задержка фенотипического выражения происходит во 
всех случаях, когда первичным результатом мутации являет¬ 
ся утрата стабильного продукта гена. Следовательно, этот 
эффект должен наблюдаться при мутациях от прототрофноети 
к ауікеотрофности и при мутациях, лишающих клетку спо¬ 
собности использовать определенные источники углерода или 
азота. В каждом из этих случаев первичным результатом 
мутации является утрата ферментативной активности; в мо¬ 
мент мутации клетка обладает большим количеством моле¬ 
кул фермента, которые должны разбавиться в процессе роста 
и деления клетки для того, чтобы мутация стала заметной. 

Практическое значение задержки фенотипического выра¬ 
жения можно продемонстрировать на примере использования 
«пенициллинового метода» для отбора ауксотрофных и дру¬ 
гих мутантов, утративших какую-либо ферментативную ак¬ 
тивность. Этот метод основан на том, что пенициллин уби¬ 
вает только активно растущие клетки. Если выжившие после 
воздействия мутагена клетки сразу же обработать иеницил- 
.лином, то мутанты гибнут с такой же эффективностью, как и 
клетки дикого типа. Поэтому выжившим клеткам необходи¬ 
мо дать возможность поделиться несколько раз до обработки 
пенициллином, чтобы мутации «утраты» имели время для 
фенотипического выражения. 

Если мутация выражается в приобретении способности 
^синтезировать продукт гена, а не в ее утрате, фенотипиче¬ 
ское выражение происходит практически мгновенно. Если, на¬ 
пример, ауксотроф мутирует и восстанавливает способность 
образовывать ф е Р 1М ент биосинтеза, то активные молекулы 
фермента сразу же начинают синтезироваться и -принимают 
участие в работе биосинтетического пути, который был до 
этого блокирован. 

ДИНАМИКА ПОПУЛЯЦИИ 


Растущая популяция клеток микробов в отношении присутст¬ 
вия в популяции мутантных клеток находится в динамическом 
состоянии. Это состояние определяется двумя параметрами: 
скоростью мутирования, которую можно считать постоянной, 
и частотой встречаемости мутантов (долей мутантов), кото¬ 
рая является изменяющимся параметром и зависит от скоро- 
256 сти мутирования и скорости отбора данного типа мутантов. 



ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
СКОРОСТИ МУТИРОВАНИЯ 

Скорость мутирования в популяции нелегок микробов можно 
определить пак вероятность того, что какая-либо клетка 
мутирует в течение определенного промежутка времени. 
Первые измерения скорости мутирования бактерий были 
выполнены Луриа и Дельбрюком (Luria, Delbriick) в 1943 г., 
в то время, иогда природа генетического материала и меха¬ 
низм мутаций были еще неизвестны. Они выбрали в качест¬ 
ве временного параметра цикл деления , или время генера¬ 
ции бактерии, поэтому их формула скорости мутирования 
представляет собой число мутаций на одну клетку за одну 
генерацию, усредненное іпо многим генерациям. Как уже 
обсуждалось в гл. 13, большинство спонтанных мутаций воз¬ 
никает в результате ошибок матричного синтеза при репли¬ 
кации ДНК. Поскольку в обычных условиях репликация 
ДНК и деление клетки связаны между собой, 'формула Лу¬ 
риа— Дельбрюка справедлива для нормальных физиологи¬ 
ческих условий роста микробов. 

Согласно формуле Луриа — Дельбрюка, скорость мутиро¬ 
вания— это вероятность того, что при увеличении вдвое раз¬ 
мера клетки и ее делении пополам произойдет мутация. Эта 
последовательность событий называется клеточной генера¬ 
цией. Число клеточных генераций можно легко определить 
для любой культуры, так как каждая генерация увеличива¬ 
ет число клеток в культуре на одну. Поэтому число клеточ¬ 
ных генераций равно приросту числа клеток за время куль¬ 
тивирования, т. е. 

fl Яд* 

где п — число клеток в конце культивирования, а п 0 — число 
клеток в нулевой момент времени. В это выражение следует 
внести поправку, поскольку в момент отбора пробы культу¬ 
ры для измерения п клетки находятся на разных стадиях 
следующего цикла деления. При экспоненциальном росте не¬ 
синхронизированная культура переходит к следующей гене¬ 
рации таким образом, что истинное число клеточных гене¬ 
раций, которые произошли в культуре, выражается уравне¬ 
нием 

п — п 0 п — п 0 
In 2 — 0,69 * 

где In 2 — логарифм 2 по основанию е . Скорость мутирования 
равна среднему числу мутаций за одну клеточную генера¬ 
цию; таким образом, получается следующее уравнение: 

а ^ ^ q 00 ^ 

Число клеточных генераций ( п — п 0 )/ 0,69 * п — п 0 9 

где а обозначает скорость мутирования, a m — среднее число 
мутаций, происшедших за время увеличения числа клеток от 
257 п 0 до п . 
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Итак, чтобы определить скорость мутирования в данной 
культуре, необходимо определить т. Это легко сделать, если 
мутации (происходят в популяции клеток, растущих на твер¬ 
дой среде. При таких условиях каждая ,мутация дает начало 
мутантному клону, закрепленному на месте и выявляемому 
после соответствующих манипуляций как одиночная колония. 

На (Практике следует дать возможность популяции клеток 
поделиться ограниченное число раз на поверхности чашки с 
агаром, а затем так изменить условия, чтобы продолжить 
рост и образовать видимые колонии могли только мутант¬ 
ные клоны. Для создания таких условий был разработан ряд 
методов; достаточно привести два примера. 

1. Клетки ауксотрофного штамма высевают на минималь¬ 
ный агар, содержащий достаточное количество необходимого 
фактора роста для обеспечения ограниченного числа делений. 
Затем рост клеток родительского типа (прекращается; любые 
прототрофные мутанты, которые уже не нуждаются в факто¬ 
рах роста, продолжают расти и образовывать видимые коло¬ 
нии. Число таких мутантов, присутствующих в инокуляте, 
следует вычесть из общего числа мутантов; число мутантов, 
имеющихся в инокуляте, определяют путем посева на чашки 
с агаром без фактора роста. 

2. Популяцию чувствительных к стрептомицину клеток 
помещают на мембранный фильтр и кладут его на некоторое 
время на питательный агар. Затем мембрану переносят на 
поверхность питательного агара со стрептомицином; чувстви¬ 
тельные родительские клетки гибнут, тогда как устойчивые 
мутанты, возникшие за время роста на питательном агаре, 
образуют видимые колонии. Число устойчивых мутантов в 
инокуляте определяют, помещая контрольные мембраны на 
питательный агар со стрептомицином в нулевой момент вре¬ 
мени. 

В каждом из 'этих примеров число колоний на чашку 
(скорректированное путем вычитания числа мутантов в ино¬ 
куляте) равно числу мутаций на чашку. Теперь остается 
только определить число клеточных генераций на чашку. 
Для этого клетки с нескольких чашек смывают известным 
объемом жидкости и подсчитывают жизнеспособные клетки. 
Число клеточных генераций, как указывалось выше, равно 
(п —л 0 )/0,69; здесь п — среднее число клеток на одной чашке 
в момент гибели или подавления роста популяции родитель¬ 
ских клеток, а л 0 — среднее число клеток на чашку в исход¬ 
ном инокуляте. 

Пусть, например, на ряд мембранных фильтров нанесли 
по 1,0- ІО 6 чувствительных к стрептомицину клеток. Одну 
группу фильтров поместили в нулевой момент времени на 
агар со стрептомицином и среднее число устойчивых мутан¬ 
тов в инокуляте оказалось равным 1,2 на фильтр. Другую 
258 группу мембран поместили на питательный агар и инкуби- 



ровали 6 ч. После инкубации половину мембран (поместили 
на агар со стрептомицином, а (половину использовали для 
определения числа жизнеспособных .клеток. Оказалось, что 
число жизнеспособных клеток (составляет 1,0- ІО 9 клеток на 
фильтр; на чашках со стрептомицином (после инкубации было 
в среднем по 4,2 колонии на фильтр. Скорость мутирования а 
вычисляется следующим образом: 


а = 0,69 


т — т 0 
п — п 0 * 


где т — окончательное число мутантных колоний, а т 0 — чис¬ 
ло мутантов в инокуляте. Подставляя числа, полученные в 
эксперименте, получаем 


а_и,оу J о- іо 9 — 1,0.10® — 1 , 0 . ІО 9 • 

Итак, скорость мутирования — приобретения устойчивости 
к стрептомицину — равна 2,Ы0~ 9 на клеточную генерацию. 

Число мутаций, происходящих в жидкой культуре мик¬ 
робных клеток, (можно определить статистическим методом, 
как (показали Луриа и Дельбрюк в своей оригинальной статье. 
Популяцию клеток дикого типа (например, чувствительных к 
стрептомицину) используют для заражения серии из 20 или 
более культур, причем каждый инокулят настолько мал, что 
не содержит мутантов по чувствительности к стрептомицину. 
Когда плотность клеток в культурах станет достаточно высо¬ 
кой, содержимое каждой пробирки наносят на чашку с ага¬ 
ром, содержащим стрептомицин. Чашки инкубируют, пока 
не вырастают достаточно крупные колонии устойчивых к 
стрептомицину мутантов, чтобы их можно было подсчи¬ 
тать. 

В большинстве случаев число мутантов, выявляемых на 
чашке, ничего не говорит нам о числе мутаций, которые прои¬ 
зошли в соответствующей пробирке; например, 16 мутантов 
могли (получиться в результате 16 мутаций, происшедших на 
протяжении последнего поколения, или в результате одной 
мутации, (происшедшей на 4 іпоколения раньше. Исключени¬ 
ем являются только чашки без мутантов: они соответствуют 
культурам, в которых не произошло ни одной мутации . 

Луриа и Дельбрюк показали, что среднее число мутаций 
во всей популяции связано с долей культур, в которых не 
произошло мутаций, формулой, описывающей распределение 
Пуассона для нулевого числа событий 1 : 
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1 Распределение Пуассона описывает долю субкультур популяции, в 
которых произошло 0, 1, 2, 3. ...» п мутаций, если число клеток в субкуль¬ 
туре много больше числа мутаций. 


17• 








где Ро — доля культур, не содержащих мутантов (и, следо¬ 
вательно, культур, в которых не произошло мутаций), а т — 
среднее число мутаций ,в культуре. 

Отсюда 


т =— In Р 0 . 

Если, например, в 30% культур не произошло мутаций, то 
Ро равно 0,3 и т=— In 0,3, т. е. примерно 1,0. Предположим, 
что каждая культура росла начиная с инокулята, содержав¬ 
шего ЫО 4 клеток, до окончательного размера популяции в 
МО 9 клеток. 

Тогда скорость мутирования равна 


а= 0,69 



0,69-1,0 
МО 9 —ЫО 4 


^-=0,69-10- 


На практике проводят предварительный эксперимент для 
определения подходящего инкубационного периода. Если, на¬ 
пример, культуры будут расти слишком долго, каждая из 
них будет содержать более одного мутанта и метод окажется 
неприменимым. 

МУТАЦИОННОЕ РАВНОВЕСИЕ 

Между скоростью мутирования и увеличением доли мутантов 
в культуре в каждом поколении имеется прямая связь, кото¬ 
рая позволяет предположить, что ни мутантный, ни родитель¬ 
ский генотип не имеет селективного преимущества. Предпо¬ 
ложим, например, что культура начала расти с небольшого 
инокулята и что две первые мутации произошли в тот момент, 
когда в культуре имеется 1 - 10 s клеток. В этом случае доля 
мутантов в культуре составляет 2* ІО -8 . Культура продолжает 
расти, и после следующей генерации имеется уже 2* ІО 8 роди¬ 
тельских клеток. Но мутанты тоже делятся, и теперь в куль¬ 
туре присутствует 4 мутанта на 2* ІО 8 клеток; доля мутантов 
остается равной 2* ІО -8 . Если не произойдет новых мутаций и 
мутантные клетки делятся с такой же скоростью, как роди¬ 
тельские, эта доля останется постоянной. 

Предположим, что мутации все-таки продолжают возни¬ 
кать с вероятностью 2* ІО -8 на клеточную генерацию. Тогда 
при каждом делении на каждые 10 8 родительских клеток в 
культуре добавятся два новых мутанта и соотношение мутан¬ 
тов и клеток родительского типа возрастет в соответствующее 
число раз. Такое возрастание числа мутантов показано в 
табл. 14.1 и на рис. 14.5. На рис. 14.5 наклон прямой а/Ь 
непосредственно соответствует скорости мутирования; едини¬ 
цы, в которых выражается этот наклон, — число мутантов, 
260 возникающих при одном делении ІО 8 клеток. 




Рис. 14.5. Увеличение до¬ 
ли мутантов в культуре 
в результате спонтанно¬ 
го мутирования. А. Тео¬ 
ретическое увеличение 
при появлении ровно 
двух мутантов на каж¬ 
дые 10® клеток за поко¬ 


ление. Скорость мутиро¬ 
вания (2• ІО -8 за одну 
генерацию) равна на¬ 
клону прямой, т. е. от¬ 
ношению а/Ь , (6-10“ 8 )/3. 
Б. Экспериментальные 
данные. Долю мутантов 
в культуре определяли 


с помощью посева на 
чашки через определен¬ 
ные промежутки време¬ 
ни. Оказалось, что ско¬ 
рость мутирования, оп¬ 
ределенная по наклону 
полученной прямой, со¬ 
ставляет 0,75 -ІО* 8 на 
генерацию. 




Что произойдет, если такая популяция будет бесконечно 
расти? На первый взгляд кажется, что доля мутантных кле¬ 
ток будет возрастать до тех пор, пока не достигнет 100%. 
Однако этому препятствует обратное мутирование. Многие 
мутанты способны переходить в исходное состояние, и этот 


ТАБЛИЦА 14.1 

ПРЕДПОЛАГАЕМОЕ УВЕЛИЧЕНИЕ ДОЛИ МУТАНТОВ В РАСТУЩЕЙ 
КУЛЬТУРЕ В РЕЗУЛЬТАТЕ НОВЫХ МУТАЦИЙ 


Число мутантных клетокі Соотношение 

мутантов н 

новые старые сумма родительских 

' - ■ > 1 —■ -n клеток 


и 

1 х іо 8 






2 

2 X ІО" 8 

П + X 

2 X Ю 8 






8 

4 X ІО" 8 

п + 2 

4 X ІО 8 

8^ 





24 

6 х ю- 8 

п + 3. 

8 X ІО 8 

16 

’""іб 

^!6- 



64 

8 X ІО' 8 

и + 4 

16 х іо 8 

32 

^32 

""32 

"*32 

^!32'. 

160 

10 X ІО" 8 


Поколение 


Среднее число 
родительских 
клеток в поко¬ 
лении 


1 Числа, обведенные пунктиром, показывают, сколько было бы мутантов 
если бы после первых двух мутаций не происходило новых мутаций. Отметим, что 
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Рис. 14.6. Достижение 
равновесного содержания 
мутантов в культуре. 
Кривая I соответствует 
эксперименту, в котором 
исходная популяция не 
содержала клеток Y. В 
результате прямых мута¬ 
ций доля клеток Y уве¬ 
личивалась, пока не до¬ 
стигла примерно 70%. В 
этот момент обратное и 
прямое мутирование 
уравновесили друг 

друга. Кривая II соот¬ 
ветствует эксперименту, 
в котором исходной бы¬ 
ла чистая культура типа 
Y. В результате мутаций 
Y —>-Х доля клеток Y 
уменьшалась, пока сно¬ 
ва не установилось рав¬ 
новесие на уровне 70%. 


процесс имеет свою собственную характерную скорость. Если 
в популяции бактерий накопилось достаточно большое число 
мутантов, то число обратных мутаций становится значитель¬ 
ным; доля мутантов неизбежно установится на таком уровне, 
при котором количества прямых и обратных мутаций в точ¬ 
ности уравновешивают друг друга. Предположим, например, 
что в популяции клеток типа X с определенной скоростью про¬ 
исходит мутирование X— >Y. По мере роста популяции доля 
мутантов Y будет увеличиваться. Когда возникнет достаточ¬ 
ное количество клеток Y, станет заметным обратный процесс, 
мутирование Y —кХ, и популяция в конце концов достигнет 
истинного равновесия, при котором число прямых мутаций 
(X— *Y) в точности равно числу обратных мутаций (Y —кХ) 
в каждом поколении. Начиная с этого момента доля мутантов 
останется постоянной. 

Рис. 14.6 иллюстрирует тот факт, что независимо от того, 
начинается ли рост с чистой культуры клеток типа X или с 
чистой культуры клеток типа Y, равновесное содержание му¬ 
тантов Y одно и то же. Численное значение его зависит от от¬ 
носительных скоростей прямого и обратного мутирования. 
Если, например, эти скорости равны, то число клеток X и Y 
в равновесии будет одинаковым. Соотношение между числом 
клеток X и Y выражается следующей простой формулой: 


Доля клеток Y в равновесии = 


Скорость мутирования (X— ѵ 
Скорость мутирования (Y —> 


Y) 

хг 


Таким образом, в отсутствие отбора и при бесконечно боль* 
шом времени роста популяции доля мутантов станет постоян* 
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ВЛИЯНИЕ ОТБОРА 
КА СООТНОШЕНИЕ 
РАЗЛИЧНЫХ ТИПОВ МУТАНТОВ 

В предыдущем разделе, посвященном мутационному равнове¬ 
сию, мы видели, что доля мутантов данного типа в микроб¬ 
ной популяции возрастает в отсутствие каких-либо селектив¬ 
ных преимуществ пропорционально скорости мутирования. 
Предположим, например, что мы получили путем мутагенеза 
штамм Е. соіі, нуждающийся для роста в гистидине. Чистую 
культуру этого штамма (обозначим его в данном случае h~) 
высевают на косяк. Подросшая культура на косяке будет со¬ 
держать примерно один мутант h + (способный синтезировать 
гистидин и, следовательно, не нуждающийся в нем для роста) 
на каждый миллион клеток hr. Эта доля будет увеличиваться 
в каждом последующем поколении при переносе основной 
культуры с косяка на косяк. Среда содержит достаточное ко¬ 
личество гистидина, так что никакие клетки не имеют селек¬ 
тивного преимущества. Предположим, что на каждом косяке 
проходит примерно 10 генераций и что культуру переносят 
несколько раз в год; тогда через несколько лет культура бу¬ 
дет содержать сильно возросшее относительное число /г+-кле- 
ток. 

Однако на практике это происходит редко, даже если вы¬ 
числения, основанные на наблюдаемых скоростях прямого и 
обратного мутирования, предсказывают, что такое увеличение 
произойдет. На самом деле кажущееся равновесие устанав¬ 
ливается задолго до того, как оно должно было быть достиг¬ 
нуто, причем всегда преобладает тот генотип, с которого на¬ 
чалось выращивание культуры. Доля мутантных клеток в 
культуре возрастает только до очень низкой величины, при¬ 
мерно до 1 • ІО -6 , и остается на этом уровне. 

Этот загадочный факт, как оказалось, обусловлен явлени¬ 
ем периодического отбора (рис. 14.7). В популяции бактерий 
довольно регулярно возникают мутанты, которые лучше при¬ 
способлены к окружающей среде и которые в конце концов 
вытесняют родительский тип в результате отбора. Возможно, 
они имеют большую скорость роста, чем родительские клетки, 
или выделяют метаболические продукты, ингибирующие эти 
клетки. Как бы то ни было, лучше приспособленные мутанты 
растут быстрее остальных клеток и могут быть в свою оче¬ 
редь вытеснены только мутантом, приспособленным еще луч¬ 
ше. Процесс замещения может повторяться многократно, так 
как продолжают возникать все новые мутанты, способные 
вытеснить преобладающий тип из популяции. Это периодиче¬ 
ское изменение популяции оказывает непосредственное влия¬ 
ние на равновесную долю всех остальных мутантов. 

Обратимся к рассмотренному выше конкретному примеру 
263 с мутантами /і + . Предположим, что в тот момент, когда доля 





Рис. 14.7. Периодический 
ютбор. А . Последователь¬ 
ное появление и исчез¬ 
новение различных му¬ 
тантов Л+. В. Использо- 

і 

•*5 

2* 


ваны те же данные, но 
по оси ординат отложе¬ 
но суммарное число му¬ 
тантов п + всех разно¬ 
видностей. Получается 



кривая колебательного 
характера, выходящая 
на уровень, который со¬ 
ответствует псевдорав- 
новесному уровню доли 
мутантов h+. 



клеток А+ достигла значения ІО -6 , в культуре появляется бо¬ 


лее приспособленный мутант. Теоретически он может возник¬ 
нуть и из клеток А~, и из клеток А + , но, поскольку на каждую 
клетку А+ приходится ІО 6 клеток А~, вероятность того, что му¬ 
тант нового типа возникнет из популяции А”, составляет мил¬ 


лион к одному. 

Таким образом, хорошо приспособленный мутант будет 
иметь селективное преимущество перед всеми другими клет¬ 
ками популяции, которых он вскоре вытеснит. Поскольку этот 
хорошо приспособленный мутант генетически является мутан¬ 
том hr у то под давлением отбора все клетки h + должны будут 


исчезнуть из популяции. 

Однако полному исчезновению клеток А + препятствует по¬ 
явление в новой, хорошо приспособленной популяции клеток 
h~ новых мутаций А+. Поскольку эти новые клетки А + не вы¬ 
тесняются при отборе, их доля в популяции будет возрастать 
до тех пор, пока весь цикл не начнется снова с появления еще 
лучше приспособленного типа клеток. 

Этот процесс можно условно записать следующим обра¬ 
зом. Назовем исходные клетки ho и Ао, а первый хорошо при¬ 
способленный мутант — АГ. В новой популяции АГ произойдут 
мутации Аь Со временем доля клеток Aq падает и соответст¬ 
венно возрастает число клеток Аь Цикл повторяется снова и 
снова. Из клеток АГ возникают еще лучше приспособленные 
клетки AJ, которые вытесняют АГ и h\. Убыль клеток h\ ком¬ 
пенсируется появлением мутантов Aj. Общую схему мутиро¬ 
вания можно записать так:_ 

К h x А 2 А 3 

1 I I 1 

к к л: к 


264 










На левом графике рис. 14.7 показано волнообразное появ¬ 
ление и исчезновение очередных мутантов /і + . На правом гра¬ 
фике рис. 14.7 показана относительная стабильность соотно¬ 
шения мутантов h + и hr в популяции, если рассматривать все 
мутанты h + как один класс клеток. 

Уровень, которого достигает доля мутантов в популяции, 
следует назвать псевдоравновесным: на самом деле он дости¬ 
гается в результате наложения ряда дискретных, неравновес¬ 
ных событий. При обычных, очень низких скоростях мутиро¬ 
вания периодический отбор приводит к достижению именно 
такого псевдоравновесия, и только если скорости прямого и 
обратного мутирования необычайно высоки, достигается 
истинное равновесие (рис. 14.6). В этих случаях доля мутант¬ 
ных клеток возрастает так быстро, что вероятность появле¬ 
ния хорошо приспособленных мутантов в мутантной и роди¬ 
тельской популяциях одинакова. 

Выявить периодический отбор довольно трудно, поскольку 
тот тип мутанта, который можно обнаружить эксперименталь¬ 
но (в описанном случае мутант /г + ), не является объектом от¬ 
бора. Как показывает приведенный выше пример, отбор му¬ 
танта одного типа в популяции может препятствовать увели¬ 
чению доли мутантов любого другого типа. 

ОТБОР И АДАПТАЦИЯ 


ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ 
ЧИСТЫХ КУЛЬТУР 

Обычно вероятность мутирования одного гена при каждом 
клеточном делении составляет примерно МО -8 , поэтому, как 
кажется на первый взгляд, мутации появляются слишком 
редко, чтобы это имело большое значение. Но предположим, 
что у нас есть «чистая культура» какой-либо бактерии в виде 
10 мл культуры в стационарной фазе. Такая культура содер¬ 
жит 10 млрд, клеток; вполне вероятно, что в отношении каж¬ 
дого гена в культуре содержится несколько тысяч мутантных 
клеток. Даже за время роста одной колонии бактерий, содер¬ 
жащей от ІО 7 до ІО 8 клеток, возникает большое число мутан¬ 
тов (рис. 14.8). 

Таким образом, большая популяция бактерий обладает 
значительной потенциальной изменчивостью, готовой реализо¬ 
ваться в ответ на изменение условий окружающей среды. 
Благодаря необычайно короткому времени генерации и, сле¬ 
довательно, огромной численности популяций эти гаплоидные 
организмы обладают скрытой способностью к изменчивости, 
несмотря на то что они не могут накапливать рецессивные 
мутации, как это происходит в популяции диплоидных орга¬ 
низмов. На практике это означает, что никакая культура 
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Рис. 14.8. Две колонии 
бактерий с выростами, 
которые представляют 
собой результат вторич¬ 


ного роста мутантов, 
возникших за время об¬ 
разования основных ко¬ 
лоний. (Bryson V., Bra¬ 


un W., Bacterial genetics, 
Philadelphia, Saunders, 
1953.) 



чистой: даже небольшое изменение условий может оказаться 
фактором отбора и вызвать полное изменение популяции в те- 
чение нескольких последовательных пересевов. Этим объяс¬ 
няется, например, почему многие «слабые» патогенные бакте¬ 
рии, которые трудно культивировать сразу после того, как 
они выделены из хозяев, постепенно становятся все лучше и 
лучше приспособленными к искусственным условиям. 

ДАВЛЕНИЕ ОТБОРА 

В ЕСТЕСТВЕННЫХ УСЛОВИЯХ 

До сих пор мы рассматривали только факторы отбора, дей¬ 
ствующие в лабораторных культурах. Однако в природе 
действие отбора проявляется еще сильнее. Например, микроб 
в почве должен обладать способностью не только выжить при 
существующих физико-химических условиях, но и выдержать 
конкуренцию с многочисленными формами микробов, зани¬ 
мающих эту же экологическую нишу. Любая мутация, хотя 
бы в небольшой степени снижающая способность организма 
к конкуренции, будет подвергаться давлению отбора и быстро 
элиминироваться. В естественных условиях приемлемы лишь 
небольшие вариации в популяции микробов, так как законы 
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ли набором генов, обеспечивающим максимальную приспо¬ 
собленность. 

Как только тот или иной организм выделяют в виде чи¬ 
стой культуры, давление отбора, обусловленное биологиче¬ 
ской конкуренцией, исчезает. Теперь свойства выделенной по¬ 
пуляции, которые в природе остаются постоянными благодаря 
отбору, могут свободно изменяться. Приспосабливаясь к су¬ 
ществованию в лабораторных средах, организмы могут пре¬ 
терпевать генетические изменения, которые не проявились бы 
в условиях конкуренции с окружающими организмами. 


ПОСЛЕДСТВИЯ МУТАЦИЙ 
В КЛЕТОЧНЫХ ОРГАНЕЛЛАХ 

Часть генома эукариотических организмов локализована в 
митохондриях и хлоропластах. Органеллы обоих типов содер¬ 
жат и реплицируют ДНК, определяющую некоторые из их 
фенотипических свойств. Таким образом, свойства хлоропла¬ 
ста или митохондрии контролируются частично ядерными ге¬ 
нами, а частично генами органелл, причем и те и другие мо¬ 
гут мутировать. Отбирать мутации, специфически затрагиваю¬ 
щие ДНК органелл, было весьма сложно, пока не обнаружи¬ 
ли, что мутации, сообщающие дрожжам устойчивость к ряду 
антибиотиков (о которых известно, что они влияют на синтез 
белка у бактерий), возникают в митохондриальной ДНК. 
Благодаря этому стало возможно экспериментально изучать 
передачу многих митохондриальных мутаций. Каждая клетка 
содержит популяцию митохондрий; следовательно, стабиль¬ 
ность таких мутаций во время вегетативного роста опреде¬ 
ляется относительной скоростью роста нормальных и му¬ 
тантных митохондрий. Эта ситуация весьма сходна с ситуа¬ 
цией, которая имеет место в растущей популяции бактерий, 
содержащей два генетически различающихся типа клеток, и 
результат также может зависеть от факторов окружающей 
среды. 

В хлоропластах одноклеточной водоросли Chlamydomo - 
nas также были обнаружены мутации. Р. Сэджер (R. Sager) 
с сотрудниками индуцировали мутации в хлоропластной 
ДНК, влияющие на способность клеток к фотосинтезу, а так¬ 
же на устойчивость к действию некоторых антибиотиков. 


МУТАНТНЫЕ БАКТЕРИОФАГИ 

Помимо условно-летальных мутаций, описанных выше, в фа¬ 
гах могут происходить мутации, вызывающие нелетальные 
изменения фенотипа. Легче всего наблюдать нелетальные из¬ 
менения, затрагивающие морфологию бляшек и спектр 
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При посеве фага дикого типа, например Т4, на чашку с 
чувствительным хозяином, например Е. соіі В, в строго кон¬ 
тролируемых условиях образуются гомогенные бляшки, об¬ 
ладающие характерными особенностями: они невелики, с не¬ 
правильными расплывчатыми краями. Но среди большого чис¬ 
ла бляшек всегда обнаружится несколько аномальных разно¬ 
видностей. Если частицы из этих бляшек перенести на другую 
чашку, то окажется, что аномальный тип бляшек наследуется 
и, значит, является результатом генетической мутации. 
В табл. 14.2 перечислено несколько таких мутантных фено¬ 
типов. 

ТАБЛИЦА 14.2 

НЕКОТОРЫЕ МУТАНТНЫЕ РАЗНОВИДНОСТИ Т-ЧЕТНЫХ 
БАКТЕРИОФАГОВ 1 


Особенность мутанта 


Фенотип 


Первичное действие 
мутации 


Быстрый лизис 

Малый размер бля¬ 
шек 


Изменение спектра 
хозяев 

Потребность в. кофак¬ 
торе 


Устойчивость к акри- 
флавину 


Устойчивость к изме¬ 
нению осмотическо¬ 
го давления 

Аномалия ио лизоци¬ 
му 


Крупные бляшки с чет¬ 
кими краями 
Очень мелкие бляшки 


Адсорбируется на бакте¬ 
риях, устойчивых к фа¬ 
гу дикого типа 
Для адсорбции на хозя¬ 
ине нуждается в ко¬ 
факторе, например в 
триптофане 


Образует бляшки на ага¬ 
ре, содержащем акри- 
флавин в летальной 
для фага дикого типа 
концентрации 
Выживает при быстром 
разведении дистилли¬ 
рованной водой суспен¬ 
зии в 3,0 М NaCl 
Не образует ореола во¬ 
круг бляшки 


Неизвестно 

Замедление синтеза 
фаговых частиц или 
преждевременный 
лизис хозяйской 
клетки 

Изменение полипепти¬ 
дов хвостовых ни¬ 
тей 

Образование аномаль¬ 
ных хвостовых ни¬ 
тей, которые связы¬ 
ваются с чехлом; 
для их освобожде¬ 
ния нужен кофак¬ 
тор 

Снижение проницае¬ 
мости мембраны 
клетки-хозяина для 
акрифлавина 

Изменение в белке го¬ 
ловки увеличивает 
ее проницаемость 

Аномальный синтез 
лизоцима 


1 Stent G., Molecular biology of bacterial viruses, San-Francisco, Freeman, 1963, 
с изменениями. 


Ранее в настоящей главе мы описали появление устойчи¬ 
вых к фагу мутантов в популяции чувствительных к фагу бак¬ 
терий. Устойчивость этих мутантов обусловлена образовани¬ 
ем измененных поверхностных рецепторов, не способных ад- 
268 сорбировать частицы фага дикого типа; например, клетки 









E. coli В могут переходить в состояние, обозначаемое В/2, 
при котором фаг Т2 не адсорбируется. Но если на газон с 
клетками В/2 высеять ІО 6 или больше частиц Т2, то появ¬ 
ляется несколько бляшек. Если теперь выделить и очистить 
частицы из этих бляшек, то обнаружится, что они являются 
мутантами по спектру хозяев и могут адсорбироваться и на 
клетках В/2, и на клетках Е. соіі В. В этом случае мутация 
представляет собой замену пары оснований в гене, отвечаю¬ 
щем за структуру белков хвостовых нитей, органов адсорбции 
фага Т2. Мутантный фаг обозначают Т2А. 

Если посеять на чашки клетки В/2 вместе с мутантным 
фагом, можно отобрать новый класс мутантных бактерий, 
устойчивых к фагу Т2 h. Теперь можно снова повторить весь 
цикл: отобрать фаг-мутант по спектру хозяев второго поряд¬ 
ка; этот фаг может адсорбироваться на новой устойчивой бак¬ 
терии. По всей вероятности, для любой измененной конфигу¬ 
рации поверхностного рецептора бактерии можно подобрать 
соответствующее изменение органа адсорбции фага. В приро¬ 
де способность клетки и вируса мутировать позволяет обоим 
существовать: в каждый момент имеются как чувствительные 
клетки-хозяева, доступные для вируса, так и клетки, устойчи¬ 
вые к вирусу. 
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15 ГЕНЕТИЧЕСКАЯ РЕКОМБИНАЦИЯ 


В ходе эволюции естественный отбор действует не столько на 
уровне мутаций в отдельных генах, сколько на уровне новых 
комбинаций генов, возникающих при соединении в одной 
клетке мутантных генов из двух разных клеток. Этот процесс 
называется генетической рекомбинацией: в настоящей главе 
мы рассмотрим механизмы генетической рекомбинации у бак¬ 
терий, бактериальных вирусов и эукариотических микроорга¬ 
низмов. 

РЕКОМБИНАЦИЯ У БАКТЕРИЙ 


На молекулярном уровне рекомбинация представляет собой 
процесс, в ходе которого из ДНК двух разных родительских 
клеток образуется рекомбинантная хромосома. В бактериях к 
образованию рекомбинантных хромосом ведут три процесса 
(в порядке их обнаружения): трансформация, конъюгация и 
трансдукция. Они отличаются от полового процесса у эукари¬ 
от тем, что истинного слияния клеток не происходит; вместо 
этого часть генетического материала донорной клетки перено¬ 
сится в реципиентную клетку. Таким образом, реципиентная 
клетка становится диплоидной в отношении лишь части своего 
генетического материала; такие частичные зиготы называются 
мерозиготами. 

Исходный геном реципиента называется эндогенотой, а 
фрагмент ДНК, который вводится в реципиентную клетку,— 
экзогенотой. И происхождение, и размер экзогеноты при этих 
трех процессах различаются. При трансформации короткие 
фрагменты двухцепочечной ДНК, высвободившиеся из донор¬ 
ных клеток, адсорбируются на поверхности реципиентных кле¬ 
ток и проникают в них таким образом, что одна цепь дегради¬ 
рует. При трансдукции небольшой двухцепочечный фрагмент 
ДНК переносится из донорной клетки в реципиентную части¬ 
цей бактериофага: в некоторых случаях он прикреплен к фа¬ 
говой ДНК- При конъюгации из одной клетки в другую пере¬ 
носится одна цепь ДНК, причем клетки находятся в непосред¬ 
ственном контакте, а переносимая ДНК может составлять 
значительную часть донорного генома. 

Прежде чем подробно рассматривать эти три процесса, 
остановимся на некоторых их общих свойствах. 

СУДЬБА ЭКЗОГЕНОТЫ 

Если экзогенота содержит участок, гомологичный какому-ли* 
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образуется рекомбинантная хромосома путем интеграции ча-> 
сти или всей экзогеноты с эндогенотой. 

Если спаривание и интеграция по каким-либо причинам 
невозможны, судьба экзогеноты может пойти по одному из 
следующих путей. Если экзогенота содержит генетические 
элементы, необходимые для ее репликации, она может сохра¬ 
ниться и реплицироваться, в результате чего мерозигота даст 
начало клону частично диплоидных клеток. Это явление имеет 
место в некоторых особых случаях трансдукции и конъюга¬ 
ции (см. ниже). Если экзогенота не содержит таких элемен¬ 
тов, она может сохраниться, но не реплицироваться, так что 
в клоне клеток, возникших из мерозиготы, частичным дипло- 
идом будет всегда лишь одна клетка. Это явление, которое 
наблюдается только при трансдукции, называется абортивной 
трансдукцией. 

Наконец, экзогенота может деградировать под действием 
ферментов; это явление носит название ограничение хозяином 
(рестрикция). 

РЕСТРИКЦИЯ И МОДИФИКАЦИЯ ДНК 

Деградация чужеродной ДНК, проникшей в бактериальную 
клетку, была впервые открыта при заражении бактериофага¬ 
ми. Это явление удобно рассмотреть до того, как мы перей¬ 
дем к обсуждению вопроса о роли рестрикции в рекомбина¬ 
ции у бактерий. 

В ранних работах о бактериофагах не раз упоминалось о 
так называемой «модификации бактериальных вирусов хозяи¬ 
ном». Отмечалось, что после посева фага на одном штамме 
бактерии-хозяина эффективность заражения другого штамма 
резко падала. В табл. 15.1 приведен пример такого экспери¬ 


ТАБЛИЦА 15.1 

ЭФФЕКТИВНОСТЬ ЗАРАЖЕНИЯ 
С РАЗЛИЧНЫМИ ХОЗЯЕВАМИ 1 

БАКТЕРИОФАГАМИ ПРИ ПОСЕВЕ НА ЧАШКИ 

Хозяева, на которых 

Эффективность заражения при посеве на чашки 

фаг был выращен 

Е. coli К12 

E. coli B 

Е. coli К12 

Е. coli В 

1,0 

4-10- 4 

mo- 4 

1.0 

1 Arber W., Dussoix D., Host 
I. Host controlled modification 
с изменениями. 

specificity of DNA produced 
of bacteriophage Д,. J. Mol. 

by Escherichia colt. 
Biol., 5, 18 (1962), 


мента: частицы фага %, образовавшиеся в клетках Escherichia 
coli К12, заражают этот штамм с эффективностью 1 1,0; эф- 
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1 Эффективность заражения, равная 1,0, означает, что каждая части¬ 
ца вызывает продуктивную инфекцию и, следовательно, образует бляшку. 
Эффективность заражения МО -4 означает, что продуктивную инфекцию в 
хозяйских клетках вызывает лишь одна частица из 10 4 . 










фективность же заражения Е. соіі В составляет Ы0~ 4 . Опы¬ 
ты с фаговыми частицами, образовавшимися в клетках штам¬ 
ма В, показывают, что они обладают обратными свойствами: 
эффективность заражения штамма В равна 1,0, а штамма 
К12 — только 4* ІО -4 . Другими словами, фаговые частицы мо¬ 
гут успешно заражать хозяйские клетки только того типа, в 
которых образовалась их ДНК. Если ДНК фага «чужеродна» 
для клетки-хозяина, примерно в 99,9% клеток продуктивная 
инфекция не возникает. 

Неспособность «чужеродного» фага продуктивно заражать 
бактерию-хозяина обусловлена действием специфической эн¬ 
донуклеазы, расщепляющей чужеродную ДНК; если клетки 
чужеродного хозяина инфицировать фагом, ДНК которого 
мечена по 32 Р, то очень скоро можно будет обнаружить мел¬ 
кие меченые фрагменты фаговой ДНК- 

Это явление и называется рестрикцией , а эндонуклеаза — 
ферментом рестрикции. Все вышесказанное позволяет сделать 
вывод, что фаговая ДНК, образовавшаяся в хозяйских клет¬ 
ках данного типа, уже не служит субстратом для фермента 
рестрикции; иными словами, она ферментативно модифици¬ 
руется в хозяине таким образом, что в дальнейшем оказы¬ 
вается защищенной от рестрикции. 

Возвращаясь к табл. 15.1, можно рассмотреть приведен¬ 
ные в ней данные в свете представлений о рестрикции и мо¬ 
дификации. Фаг, выращенный на штамме К12 (мы будем на¬ 
зывать его Ж), специфически модифицируется, так что фер¬ 
мент рестрикции данного штамма уже не может расщепить- 
его ДНК. Однако ДНК фага Ж является хорошим субстра¬ 
том для фермента рестрикции штамма В и легко расщепляет¬ 
ся в клетках этого штамма. Тем не менее в одной из 10 4 кле¬ 
ток фаг вырастает, так как модифицируется клеткой Е. соіі В 
до начала деградации ДНК. В фаговых частицах, вышедших 
из этой клетки, ДНК модифицирована по типу В; эти части¬ 
цы (которые мы назовем ХВ) становятся устойчивыми к дей¬ 
ствию фермента рестрикции штамма В, но быстро расщеп¬ 
ляются ферментом рестрикции штамма К12. 

Процесс модификации состоит в метилировании оснований 
в небольшом числе весьма специфичных участков ДНК, ко¬ 
торые одновременно являются местами расщепления фермен¬ 
том рестрикции. ДНК бактериальной хромосомы модифици¬ 
руется таким же образом, поскольку в противном случае хро¬ 
мосома расщеплялась бы системой ферментов рестрикции. 
Рестрикция и модификация играют роль и в переносе бакте¬ 
риальной ДНК из одной клетки в другую при рекомбинации. 
Например, клетки Е. соіі В конъюгируют с клетками Е. соіі 
К12, но число образующихся рекомбинантов составляет одну 
тысячную от числа рекомбинантов при подобных скрещива¬ 
ниях между двумя штаммами — производными от Е. соіі В 
272 или двумя штаммами — производными от Е. соіі К12. 







Гены, ответственные за образование ферментов рестрик¬ 
ции и модификации, тесно сцеплены в бактериальной хромо¬ 
соме. С помощью рекомбинации удалось получить штамм К12,. 
который несет аллели генов рестрикции и модификации штам¬ 
ма В; этот штамм К12 рекомбинирует со штаммом В Е. colt 
с высокой эффективностью. 

Существование и специфичность ферментов рестрикции и 
модификации определяют сложность картины совместимости, 
различных штаммов бактерий в отношении способности ДНК 
одного штамма избежать деградации в клетках другого. Эта 
картина усложняется еще и тем, что некоторые фаговые ге¬ 
номы, а также отдельные плазмиды 1 сами обладают генами 
рестрикции и модификации. Поэтому производный от Е . coll 
К12 штамм, лизогенный по фагу Р1, является плохим реци¬ 
пиентом при рекомбинации с нелизогенными донорными 
штаммами К12. 

ИНТЕГРАЦИЯ ЭКЗОГЕНОТЫ 
С ЭНДОГЕНОТОЙ 

В опытах с ДНК, меченной тяжелыми изотопами, было уста¬ 
новлено, что рекомбинация между экзогенотой и эндогенотой 
происходит путем разрыва и воссоединения родительских мо¬ 
лекул ДНК. Самое удивительное свойство процесса рекомби¬ 
нации, делающее ее вообще возможной, — это сохранение 
последовательности пар оснований . Кроме тех сайтов, где 
произошли мутации, рекомбинантная ДНК имеет такую же 
последовательность пар оснований, как й родительские моле¬ 
кулы. Предполагается, что механизм, обеспечивающий точ¬ 
ную ориентацию родительских молекул, основан на компле¬ 
ментарном спаривании одноцепочечных участков ДНК. Ре¬ 
комбинация между фрагментами ДНК может происходить* 
например, так, как это показано на рис. 15.1. Комплементар¬ 
ные цепи двух фрагментов, содержащих одинаковые последо¬ 
вательности пар оснований, спариваются друг с другом, в ре¬ 
зультате чего противоположные цепи в каждом фрагменте вы¬ 
тесняются из дуплекса, переходят в неспаренное состояние* 
а затем расщепляются клеточной экзонуклеазой. ДНК-поли- 
мераза восстанавливает недостающий сегмент, и процесс за¬ 
вершается соединением концов цепей с помощью полинуклео- 
тидлигазы. 

Сходство этого процесса с процессом репарации ДНК 
(рис. 13.11) поразительно. Ферменты деградации, синтеза 
и воссоединения цепей, осуществляющие репарацию ДНК, 
по всей вероятности, участвуют также и в рекомби¬ 
нации. 

Если рекомбинация происходит не на концах молекул 
ДНК, процесс выглядит сложнее. Предполагается, что и в. 

273 1 Плазмиды будут рассмотрены в настоящей главе ниже. 
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Рис. 15.1. Гипотетиче¬ 
ский механизм рекомби¬ 
нации между фрагмен¬ 
тами ДНК с совпадаю¬ 
щей последовательно¬ 
стью пар оснований. 
А. Одна из цепей перво¬ 
го фрагмента образует 
водородные связи с ком¬ 
плементарной цепью дру¬ 


гой молекулы. Б, В. 
Свободные однонитевые 
участки постепенно раз¬ 
рушаются экзонуклеазой. 
Г . С помощью ДНК-по- 
лимеразы синтезируются 
недостающие участки 
(пунктир), а затем по- 
линуклеотидлигаза со¬ 
единяет концы цепей; 


образуется рекомби¬ 
нантная молекула. (От¬ 
метим, что эта молекула 
гетерозиготна по марке¬ 
ру С. После следующего 
цикла репликации гено¬ 
тип одной дочерней мо¬ 
лекулы будет ABCde, а 
другой — ABcde.) 



<—Деградация 



Б 




этом случае одноцепочечный участок одного родительского 
дуплекса вытесняет гомологичный участок цепи другого дуп¬ 
лекса, однако точная последовательность событий пока неиз¬ 
вестна. Один из возможных вариантов представлен на 
274 рис. 15.2. Каким бы ни был точный механизм этого процесса, 



























Рис. 15.2. Гипотетиче¬ 
ский механизм рекомби¬ 
нации между молекула¬ 
ми ДНК. А. Одна из ро¬ 
дительских молекул не¬ 
сет маркеры АВ, дру¬ 
гая — ab. Однонитевые 
разрывы в родительских 
молекулах расположены 
в разных местах между 
маркерами А и В. Б. Ро¬ 
дительские дуплексы ча¬ 
стично разошлись, и ос¬ 


нования одной из цепей 
первой молекулы об¬ 
разуют водородные свя¬ 
зи с комплементарными 
основаниями другой мо¬ 
лекулы. Б. На одноцепо¬ 
чечном участке каждой 
родительской молекулы 
происходит ресинтез вто¬ 
рой цепи. Г. Новосинте¬ 
зированные цепи спари¬ 
ваются друг с другом. 
Д. Эндонуклеаза делает 


однонитевой разрез & 
каждом родительском 
дуплексе, и «лишние»* 
участки ДНК с З'-кон- 
цов постепенно разруша¬ 
ются экзонуклеазой. Е, 
Ж. Соединение концов 
цепей приводит к обра¬ 
зованию двух рекомби¬ 
нантных молекул, АЬ и 
аВ. (По схеме Уайтхау- 
за.) 





в основе его должна лежать рекомбинация, которая имеет 
место как при кроссинговере у эукариот, так и при интегра¬ 
ции двух разных репликонов 1 у бактерий. 

При трансформации, а также при переносе коротких фраг¬ 
ментов ДНК в процессе конъюгации дело обстоит несколько 
иначе. В этих случаях эксперименты с изотопной меткой по¬ 
казали, что с двухцепочечной эндогенотой интегрируется 


1 Репликон — единица репликации. Интеграция двух репликонов про- 
jjc исходит в том случае, когда такие плазмиды, как F -фактор или умеренный; 
фаг X, интегрируются с бактериальной хромосомой. 
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Рис. 15.3. Интеграция 
одноцепочечной экзоге- 
ноты с двухцепочечной 
эндогенотой. А. Одноце¬ 
почечный фрагмент, не¬ 
сущий маркеры abc, 
располагается вблизи 
двухцепочечной молеку¬ 
лы, несущей маркеры 
ABCDE. Между марке¬ 


рами А и В имеется од- 
нонитевой разрыв. Б. Ча¬ 
стичное расхождение це¬ 
пей дуплекса позволяет 
экзогеноте и эндогеноте 
образовать водородные 
связи. В, Г. Экзонуклеа¬ 
за разрушает одноцепо¬ 
чечные участки с З'-кон- 
цов. Д. С помощью 


ДНК-полимеразы вос¬ 
станавливаются недо¬ 
стающие участки, затем 
концы цепей соединяют¬ 
ся полинуклеотидлига- 
зой; образуется рекомби¬ 
нантная молекула, в ко¬ 
торой одна из цепей не¬ 
сет маркеры ABcDE. 
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только одна цепь экзогеноты. На рис. 15.3 показан возмож- 
ный механизм этого процесса. Какие фрагменты экзогено¬ 
ты— одно- или двухцепочечные — участвуют в интеграции в 
случае переноса длинных фрагментов хромосомной ДНК пу¬ 
тем конъюгации или при трансдукции, осуществляемой фага¬ 
ми, до сих пор неясно. 

СЕГРЕГАЦИЯ 

РЕКОМБИНАТНОЙ КЛЕТКИ 

Бактерия содержит несколько хромосом, но в процессе реком¬ 
бинации может участвовать только одна хромосома реципи- 
276 ентной клетки. После интеграции экзогеноты клетка с не- 





























сколькими хромосомами становится гетерокарионом; для об¬ 
разования гомокариотного рекомбинанта необходим такой же 
процесс сегрегации хромосом, какой был описан раньше при 
образовании гомокариотного мутанта (рис. 14.3). 

ТРАНСФОРМАЦИЯ БАКТЕРИЙ 


ОТКРЫТИЕ ТРАНСФОРМАЦИИ 

Трансформация была обнаружена впервые у пневмококков 
( Streptococcus pneumoniae). Пневмококки, содержащиеся в 
мокроте или в тканях больных пневмонией, всегда имеют от¬ 
четливо выраженную полисахаридную капсулу; на чашках с 
.агаром инкапсулированные клетки (S -клетки) образуют глад¬ 
кие колонии. На основании химических различий в полисаха¬ 
ридах капсулы пневмококки можно разделить на множество 
различных типов. Эти типы (которые обозначают I, II, III 
и т. д.) удается различить иммунологически. 

Если штамм S многократно пересевается, в популяции по¬ 
являются клетки R -типа (образующие шероховатые колонии), 
не имеющие капсул и авирулентные. В 1928 г. Ф. Гриффит 
(F. Griffith) обнаружил, что если ввести мыши подкожно 
очень большое количество R -клеток вместе с убитыми нагре¬ 
ванием S -клетками типа II, то через несколько дней мышь по¬ 
гибнет. В крови животного обнаруживаются только гладкие 
клетки типа II. Следовательно, из мертвых клеток типа II 
выделилось что-то такое, что сообщило живым R -клет- 
кам способность образовывать капсулярный' полисахарид 
иного типа. Оказалось, что это перенесенное свойство 
наследуется. 

Через несколько лет другим исследователям удалось про¬ 
вести такую же трансформацию типа клеток , смешивая in 
vitro R -клетки с убитыми нагреванием S -клетками. Позднее 
было обнаружено, что трансформация типа клеток может 
происходить и под действием бесклеточных экстрактов 
S -клеток. Другими словами, когда некое химическое вещест¬ 
во, экстрагированное из S -клеток типа И, добавляют к куль¬ 
туре R -клеток типа I, некоторые клетки генетически изменя¬ 
ются (трансформируются) и переходят в группу типа II. 

Неидентифицированное химическое соединение, вызываю¬ 
щее это явление, было названо трансформирующим началом. 
Оно обладает двумя свойствами, обычно характерными только 
для генов: во-первых, способностью к самоудвоению (можно 
получить экстракт трансформированной культуры, содержа¬ 
щий гораздо больше трансформирующего начала, чем было 
использовано первоначально для трансформации); во-вторых, 
способностью определять специфическую функцию клетки — 
277 образование конкретного полисахарида. 




ПРИРОДА 

ТРАНСФОРМИРУЮЩЕГО НАЧАЛА 

В 1944 г. О. Эвери (О. Avery), К. Мак-Леоду (К. MacLeod) 
и М. Мак-Карти (М. MacCarty) удалось очистить трансфор¬ 
мирующее начало пневмококка и показать, что оно представ¬ 
ляет собой ДНК- До того времени считалось, что специфич¬ 
ность гена определяется белковым компонентом нуклеопрб- 
теида; химическая характеристика трансформирующего на¬ 
чала была первым прямым доказательством, что ДНК яв¬ 
ляется носителем генетической информации. 

После 1944 г. подобного типа трансформация была про¬ 
ведена с бактериями, относящимися к другим родам, в част¬ 
ности с Hemophilus , Neisseria и Bacillus. Трансформацию 
штаммов Е. соіі К12 удалось осуществить только после мно¬ 
гих неудачных попыток. Способность этого вида к трансфор¬ 
мации, как оказалось, зависит от присутствия ионов кальция 
в высокой концентрации и сильно увеличивается при исполь¬ 
зовании мутантных линий, которые лишены некоторых дезок¬ 
сирибонуклеаз. 

ТРАНСФОРМАЦИЯ 

ГЕНЕТИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ 

Все мутантные локусы (или маркеры) реципиентных клеток 
могут быть трансформированы. Однако переносимый фраг¬ 
мент генетического материала обычно очень мал; хотя такой 
фрагмент может содержать много генов, он редко несет более 
одного генетического маркера. Это обусловлено особенностя¬ 
ми метода, который обычно применяют для получения транс¬ 
формирующей ДНК. Обработка препарата фенолом для уда¬ 
ления белков и многократное переосаждение этанолом приво¬ 
дит к гидродинамической деградации ДНК на фрагменты,, 
мол. вес которых даже в препаратах, приготовленных с мак¬ 
симальными предосторожностями, редко превышает ЫО 7 . 
Такой фрагмент соответствует примерно 0,3% бактериальной 
хромосомы, или примерно 15 генам 1 . Однако в опытах по 
трансформации клеток отдельных видов использовалось не 
более нескольких десятков мутантных локусов, так что веро¬ 
ятность присутствия двух маркеров в одном фрагменте ДНК 
была очень низкой. И тем не менее такая «сцепленная транс¬ 
формация» иногда наблюдалась. 

Если использовать плохо очищенные препараты трансфор¬ 
мирующей ДНК, при получении которых гидродинамическая 
и ферментативная деградация сведена к минимуму, удается 
получить сцепленную трансформацию по многим маркерам. 

1 Средний размер гена составляет, по оценкам, 1000 пар оснований,, 
кодирующих полипептид длиной около 330 аминокислотных остатков. Бак- 
„ териальная хромосома содержит около 1*10® пар оснований ДНК, что соот- 
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В таких препаратах может переноситься до одной трети хро¬ 
мосомы. 

Рекомбинация обычно происходит с относительно низкой 
частотой, поэтому приходится использовать селективные мар¬ 
керы, т. е. донорная ДНК должна содержать маркеры, позво¬ 
ляющие отобрать рекомбинанты при наличии в популяции 
большого избытка живых родительских реципиентных клеток. 
Подходящими селективными маркерами могут быть устойчи¬ 
вость к лекарственным препаратам и способность расти в от¬ 
сутствие определенных питательных веществ. Если, например, 
реципиентная культура чувствительна к стрептомицину, а до¬ 
норная устойчива, то трансформацию всего нескольких кле¬ 
ток можно обнаружить путем посева культуры, обработанной 
препаратом ДНК, на чашки с агаром, содержащим стрепто¬ 
мицин. В этом случае мутантный локус, ответственный за 
устойчивость, является селективным маркером. Точно так же, 
если реципиентная культура ауксотрофна (например, для ее 
роста необходим аргинин), а донорная культура не зависит 
от аргинина, то трансформацию можно обнаружить при посе¬ 
ве популяции клеток, обработанной ДНК, на чашки с агаром 
без аргинина. 

Для выращивания культур Streptococcus, Hemophilus и 
Neisseria необходимы сложные среды, поэтому работать с 
маркерами ауксотрофности в случае этих организмов трудно. 
В то же время бактерия Bacillus subtilis растет на простых 
минеральных средах, содержащих подходящий источник уг¬ 
лерода, и получено много различных ауксотрофных мутантов 
этого организма. Трансформацию ауксотрофа легко обнару¬ 
жить, если использовать ДНК из штамма дикого типа и вы¬ 
сеять обработанные ауксотрофные реципиентные клетки на 
минимальную среду (содержащую минимальное число пита¬ 
тельных веществ, достаточных для поддержания роста орга¬ 
низма дикого типа). 

ПРОЦЕСС ТРАНСФОРМАЦИИ 

При образовании трансформантов ограничивающим фактором 
является обычно компетентность популяции реципиентных 
клеток, их способность поглощать трансформирующую ДНК. 

Физиологическое состояние клетки, определяющее ее ком¬ 
петентность, сильно меняется на протяжении клеточного цик¬ 
ла. Природа компетентности остается недостаточно ясной; 
известно, что компетентные клетки синтезируют какой-то бе¬ 
лок, который удается выделить и использовать для придания 
компетентности другим клеткам. Возможно, этот белок — ком¬ 
понент мембраны, катализирующий поглощение ДНК, или 
фермент, расщепляющий какие-то компоненты клеточной по¬ 
верхности и обнажающий рецепторные участки, с которыми 
связывается ДНК. Компетентность клеток, видимо, зависит от 
279 синтеза этого белка, так как в присутствии веществ, подав- 







ляющих синтез белка, например хлорамфеникола, компетент* 
ность не развивается. 

Поглощение ДНК было детально исследовано в опытах с 
грамположительными пневмококками. Выявлено три стадии 
этого процесса. На первой стадии двухцепочечная ДНК свя¬ 
зывается с участками, которые имеются (или доступны) на 
поверхности только компетентных клеток. В связывании 
ДНК важную роль играет процесс постоянного включения 
холина в мембранные фосфолипиды. Включение холина про¬ 
исходит в экваториальной области клетки — месте образова¬ 
ния новой клеточной стенки, и, по всей вероятности, ДНК 
проникает в клетку только через эту область. Клетки пнев¬ 
мококков неспецифичны в отношении типа поглощаемой 
ДНК: например, ДНК из тимуса теленка они поглощают так 
же эффективно, как и гомологичную ДНК. Но если экзогено- 
та и эндогенота не имеют достаточной гомологии в последо¬ 
вательностях пар оснований, чтобы обеспечить спаривание, то 
рекомбинанты не образуются. 

На второй стадии связанная с наружной поверхностью 
ДНК ферментативно расщепляется в местах, расположенных 
случайным образом, с образованием фрагментов со средним 
мол. весом 4—5* ІО 6 . На последней стадии, требующей затра¬ 
ты энергии, фрагменты ДНК проникают в клетку. Эта стадия 
сопровождается деградацией одной из цепей дуплекса ДНК н 
образованием внутриклеточного одноцепочечного интермедиа¬ 
та. Фрагменты с мол. весом менее 5* ІО 5 не поглощаются. 

В мутантном штамме пневмококка, лишенном двух основ¬ 
ных дезоксирибонуклеаз, была обнаружена остаточная актив¬ 
ность третьей, минорной нуклеазы. Из этого штамма были 
выделены мутанты, дефектные по способности к трансформа¬ 
ции. Некоторые из таких мутантов утратили остаточную нук¬ 
леазную активность. Они способны нормально связывать 
ДНК, но не могут расщеплять и поглощать ее. Следователь¬ 
но, минорная дезоксирибонуклеаза, видимо, необходима для 
первых этапов трансформации — поглощения ДНК и деграда¬ 
ции одной из цепей. 

Процесс поглощения ДНК изучали также на грамотрица- 
тельной бактерии Hemophilus influenzae. Хотя у этого орга¬ 
низма трансформация в общих чертах напоминает трансфор¬ 
мацию у грамположительных пневмококков, имеются и неко¬ 
торые существенные отличия. Одно из них — специфичность 
процесса: Hemophilus поглощает только гомологичную ДНК. 
Другое отличие относится к стадии проникновения ДНК в 
клетку: превращение в одноцепочечную молекулу, видимо, 
идет параллельно интеграции, поскольку свободный одноце¬ 
почечный интермедиат не обнаруживается. 

У клеток Hemophilus , как и у пневмококков, компетент¬ 
ность циклически изменяется. Недавно было обнаружено, чта 
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ский АМФ: добавление этого нуклеотида в среду может уве¬ 
личить компетентность в популяции клеток в 10 000 раз! 

Выше мы уже обсуждали интеграцию трансформирующей 
ДНК с эндогенотой. Интеграция происходит очень быстро; 
сразу после поглощения трансформирующей ДНК, несущей 
сцепленные маркеры А+В - , клетками с генотипом А _ В+ мож¬ 
но выделить из клеток фрагменты ДНК, несущие маркеры 
А+В +1 . Это показано в опытах по выявлению в экстрактах 
реципиентов ДНК, которая может «^трансформировать» 
реципиент А _ В~ и давать клетки с генотипом А+В+; образо¬ 
вание ДНК с маркерами А+В+ начинается почти без всякой 
задержки и линейно возрастает со временем, достигая полу* 
максимального уровня через 5 мин. Этот процесс протекает 
при полном отсутствии репликации ДНК. 

ПРОЦЕСС ТРАНСФОРМАЦИИ 

В ПРИРОДНЫХ УСЛОВИЯХ 

Для проведения трансформации в лабораторных условиях 
необходимо выделить донорную ДНК. Однако почти сразу 
после открытия рекомбинации были высказаны предположе¬ 
ния, что в природе у бактерий этот процесс может происхо¬ 
дить при трансформации. Чтобы проверить эту гипотезу, сме¬ 
шанные культуры генетически маркированных пневмококков 
получали в таких условиях, когда многие клетки лизируются. 
Как и предполагалось, в результате высвобождения ДНК из 
некоторых клеток и ее поглощения другими клетками проис¬ 
ходило образование рекомбинантов. Поскольку рекомбина¬ 
ция значительно увеличивает число наборов генов, с которы¬ 
ми оперирует естественный отбор, рекомбинация в природе, 
даже если она происходит редко, должна играть очень важ¬ 
ную роль в эволюции бактерий. 

КОНЪЮГАЦИЯ БАКТЕРИЙ 

Открытие трансформации впервые продемонстрировало суще¬ 
ствование рекомбинации у бактерий. Как только была уста¬ 
новлена способность бактерий к трансформации, начались 
поиски процессов генетической рекомбинации, которые в 
большей степени, чем трансформация, напоминали бы поло¬ 
вое размножение у эукариот. В 1946 г. Дж. Ледерберг 
(J. Lederberg) и Э. Татум (Е. Tatum) провели серию опытов 
на Е . соіі с целью выявления рекомбинации при конъюгации. 

Клетки Е. соіі не нуждаются в факторах роста. С по¬ 
мощью мутагенеза Ледерберг и Татум получили два ауксо- 
трофных штамма Е. соіі К12, несущих мутации в четырех ге¬ 
нах, детерминирующих ферменты биосинтеза. Каждая мута* 


q . 1 А и В — это два сцепленных маркера; знак «+» обозначает аллель 
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ция обуславливала потребность в одном факторе роста: один* 
штамм нуждался в биотине и метионине, другой — в треони¬ 
не и лейцине. Локусы, в которых произошли мутации, были 
обозначены соответственно bio, met, thr и leu. Итак, два ро¬ 
дительских генотипа можно частично описать следующим об¬ 
разом: 

Родительский генотип I bio - met - thr+ leu + 

Родительский генотип II bio + met + thr - leu - 

Знак « + » в описании генотипа указывает на то, что ген дей¬ 
ствует, т. е. является аллелем дикого типа. Знак «—» озна¬ 
чает, что ген присутствует в виде мутантного аллеля и проду¬ 
цирует неактивный фермент (в этих случаях соответствую¬ 
щий путь биосинтеза блокируется). 

Примерно ІО 8 клеток каждого типа смешали вместе и: 
высеяли на минимальную среду, не содержащую никаких 
факторов роста. Хотя на такой среде не должны были бы 
расти никакие ауксотрофные клетки, образовалось несколько 
сотен колоний. Их генотип оказался следующим: 
Ыо+ met + thr+ Іеи+ (т. е. это клетки, обладающие наследуемой 
способностью синтезировать все четыре фактора роста). Ос¬ 
новной задачей было выяснить, не участвует ли в этом про¬ 
цессе та или иная разновидность трансформирующего нача¬ 
ла. Были испробованы всевозможные подходы, чтобы найти 
диффундирующее химическое вещество, способное переходить 
от одной клетки к другой и сообщать ей наблюдаемые гене¬ 
тические изменения, но все попытки такого рода оставались 
безуспешными. Наконец, с помощью микроскопии было уста¬ 
новлено, что для рекомбинации у Е. соіі необходим непосред¬ 
ственный контакт между клетками, их конъюгация. 

РОЛЬ ПЛАЗМИД 

В КОНЪЮГАЦИИ БАКТЕРИЙ 

Вначале считалось, что при конъюгации бактерий происхо- 
дит слияние клеток и образование истинной зиготы. Но позд¬ 
нее обнаружили, что у Е. соіі существует разделение на два 
половых типа и что во время конъюгации один из партнеров 
действует только как генетический донор и соответствует 
мужскому полу, а другой — как генетический реципиент и со¬ 
ответствует женскому полу. Клетки мужского пола легко рас¬ 
познать, так как их можно убить стрептомицином или други¬ 
ми агентами, но фертильность их все-таки сохранится, тогда 
как клетки женского пола при обработке летальными аген¬ 
тами теряют фертильность. Другими словами, поскольку 
главная функция клеток мужского типа — перенос части сво¬ 
ей ДНК, они не обязаны сохранять жизнеспособность, в то 
время как для женских клеток это необходимо: только тогда 
зигота сможет развиваться. Пара конъюгирующих клеток 
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Рис: 15.4. Конъюгация 
клеток Е. соіі 

(Х25 600). Эта элект¬ 
ронная микрофотогра¬ 
фия была сделана вско¬ 
ре после смешивания 
донорных (Hfr) и реци- 
пиентных (F - ) ^ клеток. 
Перед смешиванием 
клетки «пометили» путем 
адсорбции инактивиро¬ 


ванных частиц бактерио¬ 
фага: Р"-клетки легко 
узнать, так как они гу¬ 
сто покрыты ПИЛЯМИ. 
На микрофотографии яс¬ 
но виден мостик, кото¬ 
рый образовался между 
Hfr -клеткой и одной из 
Р - -клеток при конъюга¬ 
ции. Обратите внимание 
на частицы бактериофа¬ 


га, прикрепленные хво¬ 
стовыми отростками к 
поверхности клетки Hfr. 
[Anderson Т. F., Woll- 
man Е. L„ Jacob F., Sur 
les processus de conjuga¬ 
tion et de recombination 
chez E. coli. III. Aspects 
morphologiques en mic¬ 
roscopic electronique, Ann. 
Inst. Pasteur, 93, 450 

( 1957 ).] 



При выяснении вопроса о том, к какому половому типу 
относятся рекомбинанты, образовавшиеся при различных 
скрещиваниях, оказалось, что пол у бактерий определяется 
трансмиссибельным генетическим элементом: если конъюги¬ 
руют мужская и женская бактерии, то женская клетка всегда 
становится мужской. Генетический элемент, ответственный за 
наследуемость мужского пола, называется F -фактором (от 
слова плодовитость, или фертильность, — fertility); он пере¬ 
дается только при непосредственном контакте между клет- 
ками. 

F -фактор переносится каждой конъюгирующей клеткой, 
перенос же хромосомных маркеров является довольно редким 
случайным событием. Следовательно, F -фактор — это авто¬ 
номный элемент, не связанный с бактериальной хромосомой. 
В 1952 г. Ледерберг предложил называть все внехромосом- 
ные наследственные детерминанты, примером которых слу« 
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риальные плазмиды — небольшие кольцевые молекулы ДНК, 
несущие гены, необходимые для собственной репликации. Во 
многих случаях они несут также гены, сообщающие хозяй¬ 
ской клетке новые свойства, например устойчивость к лекар¬ 
ственным препаратам или способность к образованию токси¬ 
нов. Наконец, многие плазмиды несут гены, ответственные за 
процесс конъюгации. К ним относятся гены, определяющие 
некоторые новые поверхностные структуры клетки; когда 
клетка приходит в соприкосновение с другой бактериальной 
клеткой, эти структуры участвуют в образовании конъюга- 
ционного мостика. Кроме того, к плазмидам относятся гены, 
продукты которых осуществляют перенос молекулы плазмид - 
ной ДНК в реципиентную клетку. 

Итак, конъюгация — процесс, способность к которому 
обеспечивается плазмидой и результатом которого является 
перенос плазмидной ДНК. Перенос бактериальной хромосо¬ 
мы, как мы увидим далее, — вторичный результат переноса 
плазмиды; в большинстве случаев (или даже всегда) он за¬ 
висит от интеграции хромосомы с плазмидой в донорной 
клетке. 

типы ПЛАЗМИД 

После выяснения природы F -фактора было обнаружено, что 
генами, содержащимися в плазмидах, определяется множе¬ 
ство свойств бактерий-хозяев. Большинство плазмид класси¬ 
фицируют на основании тех свойств хозяев, которые приве¬ 
ли к обнаружению этих плазмид. Так, существуют R -факто - 
ры (от слова устойчивость, или резистентность, — resistance) 
и Col -факторы (от слова колициногенность — colicinogeny) 
грамположительных бактерий, пенициллиназные плазмиды из 
Staphilococcus aureus и плазмиды деградации из Pseudomo¬ 
nas , криптические плазмиды и т. д. 

Плазмиды, которые сообщают своим хозяевам способность 
к переносу хромосомных маркеров, но не обусловливают 
никаких других легко различимых признаков, были названы 
F -факторами ; к этой группе относится F -фактор, обнаружен¬ 
ный первоначально в Е. соіі К12 и обозначенный F1. Однако 
многие другие плазмиды, в том числе ряд R- и Соі-факторов, 
могут обеспечивать перенос хромосомы, поэтому некоторые 
авторы для обозначения любой плазмиды, обладающей такой 
способностью, использовали термин «половой фактор». Тер¬ 
мин «половой фактор» используется и в двух других случа¬ 
ях: во-первых, как общее название для всех плазмид, обес¬ 
печивающих конъюгацию хозяйской клетки и собственный 
перенос, независимо от того, переносятся ли при этом хромо¬ 
сомные маркеры, и, во-вторых, для обозначения группы ге¬ 
нов плазмиды, продукты которых участвуют в процессе 
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ВЫЯВЛЕНИЕ ПЛАЗМИД 

Плазмиды можно обнаружить как генетическими, так и фи¬ 
зическими методами. Генетически присутствие плазмиды об* 
наруживается в том случае, когда удается показать, что ка¬ 
кой-либо ген или группы генов, ответственных за одно или 
несколько свойств клетки хозяина, не сцеплены с бактериаль¬ 
ной хромосомой, т. е. реплицируются автономно. Обычно вы¬ 
вод о такой автономной репликации делается на основании 
независимого переноса плазмиды и хромосомы при конъюга¬ 
ции, как это происходит в случае фактора F1, или на основа¬ 
нии необратимой элиминации плазмиды, спонтанной или вы¬ 
званной нагреванием, акридиновыми красителями или 
УФ-светом. В обычных условиях необратимую утрату функ¬ 
ции гена можно с таким же успехом интерпретировать и как 
необратимую мутацию в хромосомном гене. Но индукция та¬ 
кой потери упомянутыми выше агентами характерна для: 
плазмид, например F -фактора, природа которого была подроб¬ 
но изучена в экспериментах по переносу генов. Поэтому и в> 
тех случаях, когда переноса не происходит, высокая частота 
индуцированой элиминации генов считается сильным дово¬ 
дом в пользу присутствия плазмиды. Еще более строгое до¬ 
казательство — совместная элиминация, которой постоянно* 
подвергается определенная группа генов, а не один ген. 

Элиминация плазмид под действием красителей и других 
агентов обусловлена способностью этих агентов подавлять 
репликацию плазмиды при таких концентрациях, которые не 
влияют на хромосому. В результате во время деления клеткет 
возникают свободные от плазмиды сегреганты. 

Критерий элиминации предполагает, что плазмиды несут 
гены, детерминирующие только функции, не являющиеся 
жизненно важными для клетки, т. е. что они по определению 
являются необязательными автономными элементами . Дей¬ 
ствительно, если бы плазмида несла ген, необходимый, на¬ 
пример, для синтеза белка в клетке, то она отличалась бы 
от бактериальной хромосомы только размером. Такие плазми¬ 
ды были получены в лаборатории генетическими методами. 
Клетки, несущие подобные плазмиды, ведут себя во всех от¬ 
ношениях так, как будто их геном состоит из двух хромосом 
неравной длины. 

Плазмиды можно обнаружить и физическими методами... 
Далее мы опишем один из таких методов, позволяющий об¬ 
наруживать и даже выделять плазмиды как особую фракцию 
ДНК благодаря их небольшому размеру и кольцевой струк¬ 
туре. Присутствие небольшой кольцевой молекулы ДНК и ее 
исчезновение вместе с маркером — физическое доказательст¬ 
во того, что этот маркер несет именно плазмида. Иногда клет¬ 
ки при трансформации плазмидной ДНК приобретают опре¬ 
деленный маркер, что прямо указывает на его связь с плаз- 
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СВОЙСТВА ПЛАЗМИД 


СТРУКТУРА МОЛЕКУЛ 

'Все плазмиды, структура которых известна, представляют со¬ 
бой кольцевые двухцепочечные молекулы ДНК. Несколько 
плазмид (F1 и некоторые R -факторы) из числа тех, размеры 
которых были определены, имеют мол. вес порядка 5—7-10 7 . 
Одна плазмида (один из R -факторов) имеет мол. вес всего 
1 - ІО 7 , а некоторые криптические плазмиды еще меньше. По¬ 
скольку для кодирования среднего полипептида с мол. весом 
40 000 необходимо примерно 6* ІО 5 дальтон ДНК, F1 и дру¬ 
гие плазмиды близкого размера содержат до 100 генов. 

Плазмиды можно также охарактеризовать по среднему 
нуклеотидному составу (т. е. процентному содержанию ГЦ- и 
АТ-пар). Например, было показано, что ДНК F1 содержит 
два участка с заметно различающимся нуклеотидным соста¬ 
вом: один из них составляет 90% длины молекулы и имеет 
ГЦ-содержание 50%; у остальных 10% молекулы ГЦ-содер- 
жание равно 44%. 

Различия в нуклеотидном составе позволяют отделить 
разные плазмиды друг от друга или от хромосомной ДНК 
ультрацентрифугированием в градиенте CsCl, так как плот¬ 
ность ДНК пропорциональна ГЦ-содержанию. Если, напри¬ 
мер, в бактерии Proteus mirabilis , хромосомная ДНК которой 
характеризуется ГЦ-содержанием 40%, присутствует F1, то 
при центрифугировании в градиенте CsCl суммарной ДНК, 
выделенной из бактерии, образуется полоса хромосомной 
ДНК и «сателлитная» полоса, представляющая собой плаз- 
мидную ДНК (рис. 15.5). Однако хромосомная ДНК Е. соіі 
(ГЦ-содержание 50%) по плотности близка к многим плаз¬ 
мидам, что не позволяет обнаружить их описанным методом. 

Другой метод, разработанный позднее, позволяет выявить 
плазмиды даже в том случае, когда их плотность близка к 
плотности хромосомы клетки-хозяина. При выделении ДНК 
из клеток длинные молекулы под действием гидродинамиче¬ 
ских сил, возникающих при разрушении клеток, перемешива¬ 
нии экстрактов и т. д., неизбежно фрагментируются. Однако 
когда ДНК присутствует в виде очень маленьких кольцевых 
молекул, часть этих молекул не разрушается. ДНК, экстраги¬ 
рованная из клеток, содержащих плазмиды, представлена 
.линейными фрагментами и кольцевыми (плазмидными) мо¬ 
лекулами. Кольцевые молекулы можно отделить от линейных 
и очистить с помощью ультрацентрифугирования, затем опре¬ 
делить их нуклеотидный состав и молекулярный вес, а с 
помощью электронной микроскопии — контурную длину и 
786 ДРУ гие структурные особенности (рис. 15.6). 







Рис. 15.5. Влияние плаз- 
мидной инфекции на со¬ 
став ДНК Proteus тіга- 
bilis , штамм РМ-1. Ре¬ 
зультат микроденсито- 
метрирования фотогра¬ 
фий, полученных после 
равновесного ультра¬ 
центрифугирования проб 
в градиенте CsCl. Сле¬ 
ва — ДНК, выделенная 


из клеток Е. соіі РМ-1, 
зараженных плазмидой 
F13; справа — ДНК, вы¬ 
деленная из этого штам¬ 
ма до заражения. Поло¬ 
са с плотностью 
1,750 г-см -3 соответст¬ 
вует стандартному веще¬ 
ству, добавленному в 
обе пробирки. Полоса с 
плотностью 1,698 г*см“ 3 


соответствует ДНК Pro¬ 
teus, небольшое плечо 
плотностью 1,710 г-см 
— ДНК F13. [Falkow S. 
et al., Transfer of episo- 
mic elements to Proteus. 
I. Transfer of F-linked' 
chromosomal determi¬ 
nants, J. Bacteriol., 87* 
209 (1964) .1 




Плотность , г * см ~ 3 


Наконец, молекулы ДНК можно охарактеризовать с точки 
зрения гомологии в последовательности оснований. Если раз¬ 
делить комплементарные цепи дуплекса ДНК нагреванием, а 
затем медленно охладить смесь, то комплементарные цепи 
вновь воссоединятся (ренатурируют). Степень воссоединения 
отдельных цепей разных ДНК зависит от того, насколько 
они гомологичны: чем длиннее комплементарные друг другу 
участки, тем большая часть двух цепей ренатурирует. Кроме 
того, чем ближе друг к другу разные ДНК с точки зрения их 
эволюционного происхождения, тем ближе их нуклеотидные 
последовательности; поэтому способность денатурированных 
нагреванием молекул ДНК из разных источников к ренатура- 
ции служит точной мерой генетического родства этих орга^ 
287 низмов. 
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Рис. 15.6. Электронные 
микрофотографии очи¬ 
щенной ДНК Col Еі. 
А. Открытые (релакси- 
ірованные) и сверхспи- 
:ральные кольцевые мо¬ 
лекулы ДНК, класс 
2,3 мкм. Б. Открытая 
жольцевая молекула 


длиной 2,3 мкм рядом 
со сверхспиральной мо¬ 
лекулой. В. Сверхспи¬ 
ральные молекулы (2,3 
и 4,7 мкм). Г, Открытые 
кольцевые молекулы 
(2,3 и 4,7 мкм). Д. Сверх¬ 
спиральная кольцевая мо¬ 
лекула длиной 4,7 мкм 


с большей плотностью 
витков, полученная с по¬ 
мощью другого метода. 
[Roth Т. F., Helinski 
D. R., Evidence for cir¬ 
cular forms of a bacte¬ 
rial plasmid, Proc. Natl. 
Acad. Sci., 58, 650 

(1967).] 








Двухцепочечные молекулы ДНК, образующиеся при рена- 
турации двух частично комплементарных одиночных цепей, 
называются гетеродуплексами. Г енетическая взаимосвязь 
между многими плазмидами изучалась именно с помощью 
образования гетеродуплексов; полученные результаты мы 
обсудим позже. 

РЕПЛИКАЦИЯ 

Считается, что репликация плазмид в принципе сходна с реп¬ 
ликацией хромосом. В обоих случаях кольцевая ДНК при¬ 
крепляется к бактериальной мембране в месте репликатив¬ 
ной вилки и протягивается через участок прикрепления по 
мере того, как происходит репликация. 

Хотя общие свойства систем репликации хромосомы и 
плазмиды сходны, имеются и некоторые различия. Напри¬ 
мер, плазмида каждого типа подчиняется, видимо, собствен¬ 
ной генетически предопределенной системе контроля репли¬ 
кации ; скорость репликации плазмиды при определенных ус¬ 
ловиях может сильно отличаться от скорости репликации 
хромосомы. Однако при постоянных условиях окружающей 
среды устанавливается равновесное состояние, и число копий 
данной плазмиды на клетку остается постоянным. Если, на¬ 
пример, Р + -клетки Е . соіі растут экспоненциально в богатой 
среде при 37 °С, то на каждую хромосому приходится две 
F -плазмиды. При этих условиях за время каждой клеточной 
генерации хромосома и плазмиды удваиваются; отсюда сле¬ 
дует, что оба типа репликонов регулируются одинаковым 
образом. 

Как уже говорилось выше, репликация многих плазмид 
весьма чувствительна к некоторым агентам, в частности ак¬ 
ридиновым красителям. Например, акридиновый оранжевый 
препятствует репликации F -фактора в концентрации, слабо 
влияющей на рост клетки. Поскольку плазмиды — это гораз¬ 
до меньшие по размеру мишени для неспецифического связы¬ 
вания акридина с ДНК, чем хромосома, такой тип связывания 
не может обуславливать их исключительную чувствитель¬ 
ность; истинная причина повышенной чувствительности плаз¬ 
мид к красителям до сих пор неизвестна. Заметим, что это 
свойство весьма полезно, так как часто позволяет клеткам 
«излечиваться» от плазмид. 

ИНТЕГРАЦИЯ И РЕКОМБИНАЦИЯ 

В гл. 12 было показано, что интеграция профага Я с бакте¬ 
риальной хромосомой происходит в результате одного крос- 
синговера. Кроссинговер — это акт рекомбинации, которая 
осуществляется особой ферментативной системой. Интенсив¬ 
ные исследования рекомбинации фага Я позволили обнару¬ 
жить три разные ферментативные системы рекомбинации в 
клетках Е. соіі , зараженных фагом Я. 1. Система, определяе- 
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мая генами клетки-хозяина, которая обеспечивает кроссинго- 
вер между двумя гомологичными участками хромосомной 
ДНК или двумя гомологичными участками фага X; действие 
этой системы в клетках, зараженных фагом X, подавляется. 

2. Аналогичная система, определяемая фаговыми генами. 

3. Определяемая фаговыми генами ферментативная система 
интеграции, которая осуществляет кроссинговер между ДНК 
фага Я и хромосомой Е. соіі в определенных сайтах. Специ¬ 
фичность этой ферментативной системы интеграции, по-види¬ 
мому, обусловлена ее способностью узнавать определенную 
последовательность пар оснований в сайтах интеграции, при¬ 
чем эти сайты не гомологичны друг другу. 

Способностью к интеграции с хозяйской хромосомой обла¬ 
дает множество разных плазмид; такие плазмиды называют¬ 
ся эписомами. Как осуществляется такая интеграция — под 
действием ферментов, подобных интегразе, которая узнает в 
хромосоме и в плазмиде различные последовательности осно¬ 
ваний, или с участием рекомбиназ, действующих только на 
молекулы, цепи которых комплементарно связываются друг 
с другом благодаря существованию участков с гомологичной 
последовательностью оснований, — в большинстве случаев 
неизвестно. Как бы то ни было, для осуществления интегра¬ 
ции- плазмиды в хромосоме бактерии должен существовать 
Подходящий участок; таким образом, способность плазмиды 
вести себя как эписома определяется клеткой-хозяином. На- 
пример, фактор F1 в Е. соіі ведет себя как эписома, а в 
Proteus mirabilis — нет. Из исследований по ренатурации 
ДНК фактора F1 известно, что у нее есть некоторая гомология 
с хромосомой Е. соіі , но нет никакой гомологии с хро¬ 
мосомой Р. mirabilis. Неспособность фактора F1 интег¬ 
рироваться с последней показывает, что в ней нет также спе¬ 
цифических сайтов интеграции, которые могла бы узнать 
интеграза. 

После интеграции F -фактора с хозяйской хромосомой вто¬ 
рой кроссинговер вблизи первого вызовет исключение и об¬ 
мен участками ДНК, лежащими между двумя сайтами крос- 
синговера. Любое нечетное число кроссинговеров приведет к 
интеграции двух кольцевых ДНК, а любое четное — к обмену 
участками ДНК (рис. 15.7). Например, F -Іас — рекомбинант¬ 
ный репликон, возникший в результате двух последователь¬ 
ных кроссинговеров: в результате первого F1 внедрился в 
участок хромосомы, соседний с /ас-опероном Е. соіі К12, а в 
результате второго произошло исключение F -фактора, несу¬ 
щего /ас-гены. 

Ряд колициногенных факторов и R -факторов также могут 
интегрироваться с хромосомой некоторых клеток-хозяев и, 
подобно F1, исключаться в результате второго кроссинговера. 
Эти события, снова и снова повторяющиеся в ходе эволюции, 
290 позволяют объяснить гетерогенность ДНК некоторых плаз- 




Рис. 15.7. А и В. Нечет- ния приводит к интегра- водит к обмену участка- 

ное число кроссингове- ции. Б и Г. Четное чис- ми хромосом, 

ров в области спарива- ло кроссинговеров при- 
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мид и присутствие в большинстве плазмид генов, ответствен¬ 
ных за функции хозяйской клетки; хорошей иллюстрацией в 
пользу этой гипотезы может служить образование таких плаз¬ 
мид, как F-lac. Действительно, несколько плазмид, несущих 
/ас-гены, встречается в естественных условиях в редких 
/ас + -штаммах Proteus ; в норме эти виды являются Іас~. 

Нередко кроссинговер происходит и между двумя разными 
плазмидами; интеграция двух и более плазмид и генетиче¬ 
ский обмен между сходными плазмидами — обычные явле¬ 
ния. Известно, например, что в некоторых хозяевах при опре¬ 
деленных условиях многие R -факторы способны разделяться 
на две или более независимо реплицирующиеся кольцевые 
молекулы. Между гомологичными плазмидами происходит ге¬ 
нетический обмен с четным числом кроссинговеров, и частота 
этого обмена достаточна для построения генетических карт 
этих плазмид. 

Рекомбинантные плазмиды могут также образоваться in 
291 vitro при ферментативной обработке выделенной плазмидной 
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ДНК и снова включаться в хозяйские бактерии с помощью 
трансформации. На первой стадии этого процесса выделенную 
плазмиду расщепляют в определенном сайте с помощью очи¬ 
щенной рестрикционной эндонуклеазы (например, рестрикта- 
зы Есо R1). Этот фермент превращает кольцевую двухцепо¬ 
чечную молекулу ДНК в линейную, расщепляя обе цепи в 
сайтах, отстоящих друг от друга на 5—6 пар оснований; в 
результате образуется молекула с короткими одноцепочечны¬ 
ми концами, комплементарными друг другу 1 . 

С помощью того же фермента аналогичным образом рас¬ 
щепляется другая плазмида. Если теперь смешать эти плаз¬ 
миды, их одноцепочечные концы спарятся друг с другом и 
образуют одну кольцевую молекулу ДНК, состоящую напо¬ 
ловину из одной плазмиды, а наполовину из другой. Для ко¬ 
валентного соединения двух плазмид используется еще один 
фермент — полинуклеотидлигаза. 

Эта методика применяется не только для соединения двух 
разных плазмид, но и для вставки участка ДНК какого-либо 
высшего животного в плазмиду. Например, можно выделить, 
очистить и расщепить с помощью рестриктазы ДНК, коди¬ 
рующую рибосомную РНК у лягушки Xenopus. Если фраг¬ 
менты так называемой рДНК смешать с плазмидной ДНК, 
расщепленной тем же ферментом, и затем обработать лига¬ 
зой, то некоторые из образующихся кольцевых молекул ДНК 
будут представлять собой плазмиду со вставленными фраг¬ 
ментами, содержащими рДНК лягушки. Если ввести ^кую 
рекомбинантную плазмиду в клетку бактерии-хозяина, рДНК 
реплицируется и транскрибируется как часть плазмиды с об¬ 
разованием рибосомной РНК лягушки (хотя такая РНК ь 
не включается в бактериальные рибосомы). Таким образом, 
ферментативный синтез и введение в клетку искусственной 
рекомбинантной плазмиды дает возможность получать боль¬ 
шое число копий любой неплазмидной ДНК. Этот метод мо¬ 
жет оказаться очень полезным для выделения в больших ко¬ 
личествах отдельных генов человека и их анализа (например 
генов, ответственных за наследственные болезни). 


ПРОЦЕСС КОНЪЮГАЦИИ 

Многие плазмиды грамотрицательных бактерий сообщают 
хозяйским клеткам способность конъюгировать и переносить 
молекулу плазмидной ДНК в клетку партнера по конъюга¬ 
ции. Этот процесс протекает в две стадии, и обе они обеспе¬ 
чиваются работой плазмидных генов: 1) взаимодействие меж¬ 
ду поверхностями донорной и реципиентной клетки, приводя- 


1 ДНК такой структуры совершенно аналогична ДНК вириона фага X, 
/У/ показанной на рис. 12.17. 





Рис. 15.8. Делящаяся 
клетка Е. coll, штамм 
Шг, у которой видно три 
типа выростов. Длинные, 
загнутые, толстые выро¬ 
сты — жгутики. Корот¬ 
кие, тонкие, прямые вы¬ 
росты — обычные пи¬ 
ли. Длинный, тонкий от¬ 
росток (внизу справа ), 
покрытый фаговыми ча¬ 
стицами, — F -пиль. (С 
любезного разрешения 
Ю. Карнахана и Ч. 
Бринтона.) 


щие к образованию мостика для конъюгации; 2) прохожде¬ 
ние молекулы плазмидной ДНК через мостик. 

РОЛЬ ПОВЕРХНОСТИ КЛЕТКИ 
В КОНЪЮГАЦИИ БАКТЕРИЙ 

Взаимодействие между донором и реципиентом обусловлено 
специфическими свойствами поверхности донорной клетки, ко¬ 
торые определяются плазмидными генами. Самое поразитель¬ 
ное из этих свойств, абсолютно необходимое для конъюга¬ 
ции,— наличие особых выростов, которые называются поло¬ 
выми пилями. 

На поверхности клеток, содержащих трансмиссибельные 
плазмиды, имеется очень немного половых пилей (обычно от 
1 до 10), так что на каждую копию плазмиды в клетке при¬ 
ходится, по-видимому, всего по одному пилю. Существование 
пилей было впервые обнаружено, когда электронные микро- 
скописты занялись поисками мест адсорбции некоторых фа¬ 
гов, специфичных к мужским клеткам (такие фаги поража¬ 
ют только бактерии, несущие трансмиссибельные плазмиды). 
Если мужские (донорные) клетки обрабатывали большим из¬ 
бытком частиц такого фага и рассматривали в электронном 
микроскопе, оказывалось, что фаги адсорбируются исключи¬ 
тельно на половых пилях (рис. 15.8). 

Специфический рецепторный участок для конъюгации 
имеется, видимо, и на реципиентной клетке. Этот участок 
является также специфическим местом адсорбции фага, со¬ 
держащего одноцепочечную ДНК. Мутантные женские штам- 
293 мы, устойчивые к этому фагу, не могут адсорбировать их и 






Рис. 15.9. А. Мужская и 
женская клетки, соеди¬ 
ненные F -пилем. Един¬ 
ственный F -пиль «поме¬ 
чен» с помощью частиц 
РНК-содержащего фага, 
-специфичного к муж¬ 
ским клеткам; помимо 
него мужская клетка 
имеет и обычные пили, 


не адсорбирующие фа¬ 
гов, специфичных к 
мужским клеткам, и не 
участвующие в конъю¬ 
гации. (С любезного 
разрешения Ю. Карнаха¬ 
на и Ч. Бринтона.) 

Б. Электронная микро¬ 
фотография тонкого сре¬ 
за пары клеток в мо¬ 


мент конъюгации; клет¬ 
ки пришли в непосред¬ 
ственное соприкоснове¬ 
ние благодаря сокраще¬ 
нию F -пиля. [Gross 
J. D., Caro L. G., DNA 
transfer in bacterial con¬ 
jugation, J. Mol. Biol., 
16, 289 (1966).] 



одновременно дефектны по конъюгации. Дефект затрагивает 
процесс переноса ДНК, так как при фаговой трансдукции 
мутанты претерпевают нормальную рекомбинацию. 

Первая стадия процесса конъюгации — прикрепление ре- 
ципиентной клетки к кончику полового пиля (рис. 15.9,Л). 
В течение нескольких минут клетки сближаются и затем всту¬ 
пают в непосредственный контакт (рис. 15.9, Б), возможно, 
путем сокращения пиля мужской клетки. 

Клетки, связанные половым пиіем, были выделены с по¬ 
мощью микроманипулятора и исследованы генетическими ме¬ 
тодами. Некоторые из выделенных таким образом клеток да¬ 
ют рекомбинантные клоны. Это указывает на то, что донорная 
ДНК может проходить через половой пиль или вдоль него. 
Но все-таки большая часть генетических переносов происхо¬ 
дит только после того, как клетки вступают в непосредствен¬ 
ный контакт благодаря сокращению пиля. Переход ДНК 
внутрь клетки — весьма специфичный процесс, ведь помимо 
ДНК никакого другого клеточного материала практически 
294 не переносится. 








ПЕРЕНОС ПЛАЗМИДНОЙ ДНК 

4 Из опытов по включению в ДНК радиоактивных или тя- 
желых изотопов до или во время переноса вырисовывается 
следующая общая схема этого процесса. 

Перед конъюгацией плазмида существует в донорной клет¬ 
ке в виде двухцепочечной кольцевой молекулы ДНК. Контакт 
между половым пилем и стенкой реципиентной клетки вклю¬ 
чает процесс, схематически изображенный на рис. 15.10, Л: 
одна цепь плазмидной ДНК разрывается в месте начала реп¬ 
ликации и дуплекс раскручивается; разорванная цепь входит 
в реципиентную клетку начиная с б'-конца. В донорной и ре¬ 
ципиентной клетках ДНК-полимераза синтезирует компле¬ 
ментарные цепи; таким образом, процесс аналогичен обычной 
репликации плазмиды с той лишь разницей, что по его завер¬ 
шении одна копия находится в реципиентной клетке, а дру¬ 
гая остается в донорной клетке. Переход плазмиды в коль¬ 
цевую форму в реципиентной клетке происходит под действи¬ 
ем полинуклеотидлигазы. Хотя перенос одной цепи дуплекса 
плазмидной ДНК обычно сопровождается репликацией, для 
самого процесса переноса такая репликация не обязательна. 

Если бактерия несет две плазмиды, одна из которых обес¬ 
печивает конъюгацию, а другая нет, то первая может способ¬ 
ствовать одновременному переносу последней, т. е. первая 
плазмида мобилизует вторую. Такая мобилизация происходит 
в том случае, когда плазмида не обеспечивает конъюгации и 
не содержит генов, ответственных за ряд функций (напри¬ 
мер, образование пилей), которые может обеспечить конъюга- 
ционная плазмида. Мобилизация происходит и в том случае, 
когда две плазмиды постоянно или временно интегрированы в 
результате кроссинговера. Бактериальная хромосома также 
может быть мобилизована путем интеграции с конъюгацион- 
ной плазмидой (рис. 15.10,5). 


ПЕРЕНОС БАКТЕРИАЛЬНОЙ ХРОМОСОМЫ 
С УЧАСТИЕМ F -ФАКТОРА 


СОСТОЯНИЯ F+ И Шг 

Клетки, несущие F -фактор, обозначают через F+, клетки без 
F -фактора — через F - . В популяции F +'Клеток интеграция 
F -фактора с хромосомой в результате кроссинговера проис¬ 
ходит примерно в одной из ІО 5 клеток в каждом поколении; 
клетки, в которых произошла интеграция, и образованные 
ими клоны называются Шг (от слов high frequency of recom¬ 
bination— высокая частота рекомбинации). 

Интеграция не всегда происходит в одном и том же сайте 
бактериальной хромосомы. Для F1 существует восемь или 
295 девять сайтов предпочтительной интеграции; по-видимому, 





Рис. 15.10. Гипотетиче¬ 
ский механизм переноса 
ДНК вследствие репли¬ 
кации F -фактора. А. 
Изображена конъюги¬ 
рующая с реципиентной 
клеткой Р + -клетка, ко¬ 
торая содержит два ав¬ 
тономных F -репликона и 
две хромосомы. Репли¬ 


кация F -фактора проте¬ 
кает по механизму, опи¬ 
санному на рис. 11.57. 
Слева: F -фактор репли¬ 
цируется внутри хозяй¬ 
ской клетки; справа: F- 
фактор переносится при 
репликации в реципиент- 
ную клетку. Б. Тот же 
процесс протекает при 


конъюгации с участием 
клетки Hfr, однако в 
этом случае наблюдает¬ 
ся также перенос хромо¬ 
сомной ДНК благодаря 
ее интеграции с факто¬ 
ром F (сравните с рис. 
15.11). 




они представляют собой участки, гомологичные соответствую* 
щим участкам F1. Кроме того, существует ряд мест, где инте- 
296 грация F1 происходит существенно реже. 

























Рис. 15.11. Разрыв и пе¬ 
ренос хромосомы в Hfr- 
штамме при ее интегра¬ 
ции с F -фактором. 

А. F -фактор изображен 
в виде кольца. После спе¬ 
цифического расщепле¬ 
ния молекулы между 
маркерами 1 и 6 проис¬ 
ходит ее перенос (во 
время конъюгации), так 
что маркеры проникают 
в реципиентную клетку 
в следующем порядке: 

1 —2—3—4—5— 6 . Б. F- 
фактор спаривается с 

У^-ѵб 

г\ h 
*>. < 

3 4 


участком хромосомы 
между маркерами met и 
thr. В. В результате крос- 
синговера в месте спари¬ 
вания происходит соеди¬ 
нение колец. Г. То же, 
что и В, но гибрид изо¬ 
бражен в виде одного 
кольца. Д. После специ¬ 
фического расщепления 
F -фактора происходит 
перенос гибрида, в ходе 
которого в реципиентную 
клетку проникают снача¬ 
ла маркеры фактора F 
1—2—3, затем хромосом- 


1 6 

/ V 



А 


ные маркеры thr, leu, 
pro, lac и т. д.; маркеры 
фактора F 4—5—6 про¬ 
никают последними. Ес¬ 
ли рекомбинанты полу¬ 
чат все 6 маркеров F- 
фактора, они станут 
мужскими клетками. Та¬ 
ким образом, чтобы об¬ 
разовался рекомбинант 
Шг-типа, необходимо, 
чтобы был перенесен ко¬ 
нец хромосомы с послед¬ 
ними маркерами F -фак¬ 
тора. 




Процесс интеграции, как мы уже обсуждали выше, обра¬ 
тим. В популяции клеток Шг исключение F -фактора в резуль¬ 
тате второго кроссинговера происходит примерно с такой же, 
297 частотой, как и интеграция в популяции F+ Поэтому любая 4 





популяция F+ содержит небольшое число клеток Hfr, а лю¬ 
бая популяция Hfr — клеток F+. 

ПЕРЕНОС ДНК 

ДОНОРНЫМИ КЛЕТКАМИ Hfr 

Если суспензию клеток Hfr смешать с избытком клеток F - , 
то каждая клетка Hfr прикрепится к одной из Р~-клеток и 
начнет переносить свою ДНК- Если хромосома и F -фактор 
интегрировались и стали одним репликоном, хромосомная 
ДНК вместе с ДНК F -фактора переходит в реципиентную 
клетку. 

Порядок перехода хромосомных маркеров в реципиент за¬ 
висит от того, в каком месте хромосомы интегрировался 
F -фактор, а также от полярности интеграции. Например, на 
рис. 15.11 ориентация F -фактора в месте интеграции такова, 
что в образовавшейся клетке Hfr хромосомные маркеры будут 
переноситься в следующем порядке: thr, lea, pro, lac, met. 
Интеграция может происходить также в других местах и ха¬ 
рактеризоваться противоположной полярностью, приводя к 
другому порядку переноса маркеров, как показано на 
рис. 15.12. Полярность интеграции, видимо, определяется го¬ 
мологичными последовательностями оснований в местах со¬ 
единения F -фактора и хромосомы. 

Линейный перенос хромосомных маркеров Hfr -донорами 
был открыт Е. Вольманом (Е. Wollman) и Ф. Жакобом 
(F. Jacob) в 1956 г. в ходе изучения кинетики образования 
рекомбинантов. Эти опыты ставились следующим образом. 
Через определенные промежутки времени из смеси конъюги¬ 
рующих клеток Hfr и F~ отбирали пробы и встряхивали их в 
течение нескольких минут, чтобы разделить пары конъюгиро¬ 
вавших клеток. Каждую пробу высевали на несколько разных 
селективных сред для определения числа различных реком¬ 
бинантов, образовавшихся к моменту отбора пробы. Резуль¬ 
таты такого эксперимента приведены на рис. 15.13; исследо¬ 
вавшиеся маркеры обозначены буквами А, В, С и D. Как по¬ 
казывает этот рисунок, чем дольше конъюгируют пары клеток 
до момента разделения, тем больше генетического материала 
переносится из клеток Hfr в клетки F - . Если, например, раз¬ 
делить конъюгирующие пары через 10 мин, то к этому момен¬ 
ту будет перенесен только ген А. Если конъюгация продол¬ 
жается 15 мин, будут перенесены гены А и В; через 20 мин 
будут перенесены гены А, В и С и т. д. 

Эти эксперименты показали, что донорная клетка медлен¬ 
но вводит одну из нитей хромосомы в реципиентную клетку, 
так что хромосомные гены входят в нее в определенной по¬ 
следовательности. Если конъюгация не прерывается, она идет 
до тех пор, пока не перенесется вся хромосома; у Е. соіі при 
37 °С этот процесс занимает примерно 90 мин. 

298 Форма кривых на рис. 15.13 показывает, что донорные 









Рис. 15.12. Происхожде¬ 
ние трех разных муж¬ 
ских клеток Hfr от об¬ 


щего родительского 

штамма. Стрелки на 
хромосомах указывают в 


каждом случае , началь¬ 
ную точку и направле¬ 
ние переноса хромосомы. 




клетки не синхронизированы в отношении начала переноса. 
Одни клетки начинают перенос почти сразу, другие —с за¬ 
держкой различной продолжительности. Однако через 25 мин 
перенос начинается во всех клетках. Точка пересечения каж¬ 
дой кривой с осью абсцисс указывает, в какой момент дан¬ 
ный ген появляется в зиготе в первой из конъюгирующих пар, 
т. е. когда начинается перенос. 

Если конъюгация не прерывается искусственно, в значи¬ 
тельном числе случаев происходит спонтанный разрыв хромо¬ 
сомы. Разрыв каждой из хромосом происходит в случайный 
момент времени; время переноса очень редко превышает 
90 мин. Таким образом, чем дальше от начальной точки пе¬ 
реноса расположен данный маркер, тем меньше вероятность, 
что он будет перенесен до разрыва хромосомы. Перенос са¬ 
мого раннего маркера А произойдет почти во всех парах; 
перенос В произойдет в меньшем числе пар; еще меньше бу¬ 
дет число переносов маркера С и т. д. Это явление отражает¬ 
ся в относительной высоте плато, на которые выходят кри¬ 
вые рис. 15.13. 

Таким образом, порядок переноса маркеров можно опре¬ 
делить двумя способами: по времени входа каждого маркера 
в экспериментах с прерванной конъюгацией и по частоте ре¬ 
комбинации каждого маркера, если конъюгация не преры- 
299 вается. Например, маркер А, который начинает входить в 





Рис. 15.13. Кинетика об¬ 
разования рекомбинан¬ 
тов (объяснения см. в 
тексте) (По Е. Вольма- 
ну и Ф. Жакобу.) 


женскую клетку на 7-й минуте, дает в конце концов частоту 
рекомбинации 60% (т. е. 60% пар, конъюгацию которых не 
прерывали, дают рекомбинанты по маркеру А). Маркер В 
входит на 12-й минуте и дает частоту рекомбинации 40%, а 
маркер С входит на 17-й минуте и дает частоту рекомбинации 
15%. Такой градиент частот рекомбинации характерен для 
скрещивания HfrXF - ; вероятность рекомбинации снижается 
так резко, что последний маркер, входящий в женскую клет¬ 
ку, рекомбинирует с частотой, не Превышающей 0,01%. 

Было показано, что скорость переноса хромосомы пример¬ 
но постоянна на протяжении всего полового процесса, поэто¬ 
му время входа маркеров соответствует относительному рас¬ 
стоянию между ними. Поскольку вся хромосома длиной 
5-10 е пар оснований переносится за 90 мин, каждая минута 
шкалы времени на рис. 15.13 соответствует примерно 5- ІО 4 
парам оснований. Генетическая карта хромосомы Е. соіі К12 
приведена на рис. 15.14. Положение маркеров, «расстояние» 
между которыми составляет более полминуты, было опреде¬ 
лено по времени входа в экспериментах с прерыванием конъ¬ 
югации; маркеры, лежащие слишком близко друг к другу, 
чтобы их положение можно было определить с помощью этого 
метода, картировали путем анализа сцепления при фаговой 
трансдукции. Этот процесс будет описан ниже в настоящей 
главе. 

ПРОИСХОЖДЕНИЕ 

И СВОЙСТВА F' -ШТАММОВ 

Переход из состояния F+ в состояние Шг зависит от инте¬ 
грации F -фактора с хромосомой путем рекомбинации. Как 
было указано выше, этот процесс обратим: в любой культуре 
300 штамма Шг может произойти отделение F -фактора от хромо- 












Рис. 15.14. Генетическая 
карта хромосомы Е. со - 
И К12. Числа, нанесен¬ 
ные на внутренней ок¬ 
ружности, отмечают от¬ 
носительные времена 
■хода маркеров при 
конъюгационном перено¬ 
се хромосомы (37° С). 
За нулевую точку ус¬ 
ловно принят момент 


входа локуса thr А. Не¬ 
которые участки карты, 
изобилующие маркера¬ 
ми (например, участок 
между 10 и 11,5 мин), 
изображены на наруж¬ 
ной окружности. Марке¬ 
ры, указанные в скоб¬ 
ках, картированы лишь 
приблизительно; марке¬ 
ры, помеченные звездоч¬ 


ками, картированы точ¬ 
нее, чем маркеры, ука¬ 
занные в скобках, одна¬ 
ко их положение отно¬ 
сительно соседних мар¬ 
керов точно не известно. 
[Taylor A. L., Trotter 
С. D., Linkage map of 
Escherichia coli strain 
K12, Bacteriol. Rev., 36, 
504 (1972).] 



сомы в той или иной клетке и, следовательно, образование 
клона Р + -клеток. 

Чтобы имел место истинный возврат к F + -coctohhhio, ре¬ 
комбинация должна произойти по тем же сайтам, где произо¬ 
шла интеграция (рис. 15.15, вверху). Однако иногда наблю¬ 
дается необычное спаривание. Рекомбинация в сайтах, отлич¬ 
ных от сайтов интеграции, приводит к образованию F -факто- 
301 ра, кольцевая молекула которого содержит фрагмент хромо - 












Рис. 15.15. Образование 
F -геноты в первичных 
F' -клетках. Слева изо¬ 
бражена хромосома 
Hfr, с которой интегриро¬ 
вана ДНК F -геноты. 
Буквами от А до F и 
от U до Z обозначены 
хромосомные маркеры. 
А. Кроссинговер в месте 
первоначального спари¬ 
вания F -фактора и хро¬ 


мосомы приводит к вос- 
ставлению исходного F- 
фактора. Б. Спаривание 
с другим участком хро¬ 
мосомы и последующий 
кроссинговер приводит к 
образованию F -геноты, 
несущей хромосомные 
маркеры XYZ. Хромосо¬ 
ма первичной F' -клетки 
содержит часть ДНК F- 
фактора и имеет деле¬ 


нию в области XYZ -мар¬ 
керов. В. Спаривание с 
участком, отличным от 
первых двух, приводит 
к образованию F -гено¬ 
ты, содержащей всю 
ДНК F -фактора и хро¬ 
мосомные гены, распо¬ 
лагавшиеся по обе сто¬ 
роны от сайта интегра¬ 
ции. 







В 

сомной ДНК (рис. 15.15, средний и нижний ряды). Как по¬ 
казано на рис. 15.15, в такой F -геноте 1 может присутствовать 
целая F -ДНК или ее фрагмент. 


о л-} 1 В этом отношении F -генота аналогична трансдуцирующему фагу. — 
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Рис. 15.16. Вторич¬ 
ная F' -клетка, явля¬ 
ющаяся гетерозигот¬ 
ным диплоидом по 
генам X, Y и Z. 


Клетка, в которой произошло это событие, и возникший 
клон называют первичными F' -клетками. Эти клетки несут 
делецию в хромосоме, соответствующую тому фрагменту, ко¬ 
торый теперь является составной частью F -фактора. Если 
этот фрагмент содержит гены, ответственные за жизненно 
важные функции клетки (например, синтез полимераз нук¬ 
леиновых кислот или компонентов рибосом), F -генота стано¬ 
вится практически второй хромосомой клетки; ее утрата ве¬ 
дет к гибели клетки. 

При скрещивании первичных F' -клеток с клетками 
Р~-штамма перенос F (вместе с интегрированным участком 
хромосомы) происходит с высокой эффективностью. В то же 
время перенос хромосомы происходит с эффективностью ме¬ 
нее 10~ 5 , так как вероятность интеграции F' -фактора с хро¬ 
мосомой р первичных F' -клетках так же низка, как и в обыч¬ 
ных Р + -клетках. 

F -генота, перенесенная в Р~-клетку, восстанавливает 
свою кольцевую структуру и становится автономным репли- 
коном. Образуется вторичная F' -клетка. Она отличается от 
первичной F' -клетки тем, что фрагмент хромосомы, присутст¬ 
вующий в F -геноте, имеется и в хозяйской хромосоме; таким 
образом, вторичная F' -клетка. является частичным диплоидом 
(рис. 15.16) и F -генота не является для нее необходимым ге¬ 
нетическим элементом. 

Частичная диплоидность вторичной F' -клетки делает ее 
довольно эффективным донором хромосомных генов, так как 
в ней легко происходят спаривание и рекомбинация. На са¬ 
мом деле культура вторичного F' -штамма всегда представ¬ 
ляет собой смесь F'- и Hfr -клеток, причем эти два типа кле¬ 
ток находятся в динамическом равновесии друг с другом, как 
показано на рис. 15.17. Если такую культуру скрестить с 
F~-uiTaMMOM, то клетки, содержащие к моменту конъюгации 
свободную F -геноту, переносят только этот фактор; осталь¬ 
ные клетки, в которых F -фактор к этому моменту оказался 
интегрированным с хромосомой, переносят всю интегрирован- 
303 ную структуру. 
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Рис. 15.17. Динамиче¬ 
ское равновесие меж¬ 
ду интегрированным 
и свободным состоя¬ 
нием F -геноты во 
вторичной F' -клетке. 


ДНК F -геноты 
Хромосомная ДНК 

Первый F' -штамм был открыт случайно при выделении до¬ 
норных клеток с высокой частотой переноса из культуры Hfr, 
ревертировавшей к F + -coctohhhio; клетки с высокой частотой 
переноса оказались первичными F' -клетками. Тогда же был 
разработан метод отбора вторичных F' -штаммов. Обозначим 
маркеры, которые переносятся штаммом Hfr, буквами от А + 
до Z+; напомним, что Z+ — последний из переносимых марке¬ 
ров— в норме не появляется среди рекомбинантов раньше 
чем через 90 мин после начала конъюгации. Но если культу¬ 
ра Hfr содержит редкие F' -клетки, в которых маркер Z+ 
соединен с F -фактором, то клетка переносит F-Z+-cJ)aKTop 
за первые 10—20 мин. Таким образом, метод отбора заклю¬ 
чается в том, что конъюгацию прерывают примерно через 
20 мин и отбирают редкие реципиентные клетки, которые при¬ 
обрели маркер Z+ Обычно эти клетки оказываются вторич¬ 
ными F' -клетками, несущими фактор F-Z+. Именно так были 
выделены F-Zac -дишюиды, описанные в гл. 13. 

Более эффективная система для отбора вторичных 
F' -штаммов была предложена К. Лоу (К. Low) после откры¬ 
тия мутантов Е. соіі К12 гес~-типа (дефектных по рекомбина¬ 
ции). Лоу показал, что при скрещивании штамма Hfr со 
штаммом rec _ F“ мерозиготы, которые получают фрагменты 
хромосомы путем обычного переноса ДНК, не могут образо¬ 
вывать колонии на агаре, селективном по отношению к реком¬ 
бинантам, так как интеграция перенесенной ДНК невозмож¬ 
на. В то же время реципиентные клетки, получившие F -гено- 
ту, становятся вторичными F' -клетками и образуют колонии 
на селективном агаре. Таким образом, любая «рекомбинант¬ 
ная» колония, образовавшаяся на селективном агаре при 
скрещивании HfrXF~rec“, должна быть вторичным F' -штам- 
мом. 

Динамическое равновесие между интегрированным и сво¬ 
бодным состоянием F -геноты во вторичной F' -клетке и дина¬ 
мическое равновесие в F+- или Hfr -культурах различаются 
только скоростями интеграции и исключения. В случае вто- 
304 ричного F' -штамма интеграция и исключение происходят в 













среднем один раз за 10 клеточных генераций; в системе 
F+=pfcHfr интеграция и исключение происходят с частотой 
примерно ІО” 5 за одну клеточную генерацию. 

ОСНОВНЫЕ ГРУППЫ ПЛАЗМИД 


R -ФАКТОРЫ 

Во время вспышки бактериальной дезинтерии в Японии в 
1955 г. был выделен штамм Shigella dysenteriae , который об¬ 
ладал устойчивостью одновременно к четырем лекарствен¬ 
ным препаратам: сульфаниламиду, стрептомицину, хлорам- 
фениколу и тетрациклину. Хотя раньше такая множественная 
устойчивость не обнаруживалась, штаммы этого типа стано¬ 
вились все более и более распространенными, и к 1964 г. бо¬ 
лее 50% всех штаммов Shigella , выделенных в больницах 
Японии, обладали этим свойством. 

В 1962 г. во время вспышки кишечной инфекции в одной 
лондонской больнице был выделен штамм Salmonella с мно¬ 
жественной устойчивостью к лекарственным препаратам, а к 
1965 г. доля штаммов Salmonella , обладающих множествен¬ 
ной устойчивостью, достигла в Англии 61%. С тех пор кишеч¬ 
ные бактерии, обладающие таким свойством, были выделены 
повсеместно. 

К. Ошиаи (К. Oshiai), Т. Акиба (Т. Akiba) и их сотрудни¬ 
ки в Японии обнаружили, что генетические детерминанты 
устойчивости к лекарственным препаратам переносятся при 
конъюгации совместно. Дальнейшие исследования, в первую 
очередь в лаборатории Т. Ватанабе (Т. Watanabe), по¬ 
зволили установить, что гены устойчивости входят в различ¬ 
ных комбинациях в состав трансмиссибельных плазмид, кото¬ 
рые теперь называются R -факторами (от слова resistance — 
устойчивость). Быстрое распространение R -факторов в попу¬ 
ляциях кишечных бактерий в условиях сильного давления 
отбора, обусловленного профилактикой и терапией с примене¬ 
нием антибиотиков, привело к преобладанию во всем мире 
кишечных бактерий с множественной устойчивостью. 

Число веществ, устойчивость к которым переносится 
R -факторами, увеличилось до восьми и более антибиотиков, 
нескольких тяжелых металлов (ртуть, кадмий, никель, ко- 
бальт) и сульфамидов. Различные R -факторы содержат раз¬ 
ные комбинации генов устойчивости, а число генов колеблется 
от одного до семи или восьми. Механизмы устойчивости, со¬ 
общаемой этими генами, обычно отличаются от механизмов, 
которые определяются хромосомными генами. Плазмидные 
гены, как правило, кодируют ферменты, химически инактиви¬ 
рующие лекарственные препараты, а хромосомные гены 
устойчивости обычно изменяют мишень действия лекарствен- 
305 ного препарата в клетке. Это различие согласуется с тем фак- 
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том, что гены, содержащиеся в плазмидах, по крайней мере 
при некоторых условиях не являются для клетки необходи¬ 
мыми. 

R -фактор состоит из двух разных фрагментов ДНК: один 
из них называется RTF (от resistance transfer factor — фактор 
переноса устойчивости) и несет гены, ответственные за реп¬ 
ликацию и перенос плазмиды; другой фрагмент состоит из 
одного или нескольких соединенных последовательно г-де- 
терминантов (детерминантов устойчивости). RTF были выде¬ 
лены из нескольких R -факторов, их мол. веса равны примерно 
6* ІО 7 , тогда как соответствующие наборы г-детерминантов 
имеют мол. вес примерно ЫО 7 . Фрагменты ДНК RTF- и 
г-детерминантов имеют, кроме того, разное ГЦ-содержание 
и, следовательно, разную плавучую плотность. Это позволяет 
предположить, что их эволюционное происхождение также 
различно. 

Действительно, некоторые R -факторы могут диссоцииро¬ 
вать на независимо реплицирующиеся RTF- и г-детерминан- 
ты; таким образом, последние, видимо, являются самостоя¬ 
тельными репликонами, но способны осуществлять перенос 
только при мобилизации их с помощью RTF. Стабильность 
комплексов сильно варьирует в зависимости от самого R -фак- 
тора и от клетки-хозяина. Некоторые R -факторы никогда не 
диссоциируют в одной бактерии-хозяине, но легко диссоции¬ 
руют в другой. Обратимая ассоциация, возможно, обусловле¬ 
на интеграцией RTF с г-детерминантами. 

Е. Андерсон (Е. Anderson) и его сотрудники обнаружили, 
что некоторые природные штаммы Salmonella несут только 
RTF -детерминанты; выявили эти детерминанты следующим 
образом. Путем раннего прерывания конъюгации с донором 
R -фактора был создан штамм, который содержал г-детерми- 
нант, но не содержал RTF. Этот штамм вначале скрещивали 
с потенциальным донором RTF, а затем с чувствительным к 
антибиотику реципиентом. Перенос RTF от донора обнаружи¬ 
вали благодаря тому, что проверяемый штамм приобретал 
способность к переносу устойчивости к лекарственному пре¬ 
парату другому реципиенту (рис. 15.18). 

Итак, некоторые (возможно, даже все) г-детерминанты 
способны к автономной репликации, но не к самостоятельно¬ 
му переносу. Гены, контролирующие процесс конъюгации, 
расположены только в RTF -детерминантах, чья функция в 
клетках, чувствительных к лекарственным препаратам, совер¬ 
шенно неизвестна. 

Многие R -факторы, выделенные из кишечных бактерий, 
можно подразделить на несколько отдельных групп несовме¬ 
стимости. Группа несовместимости — это группа плазмид, из 
которых никакие две не могут устойчиво сосуществовать в од¬ 
ной клетке-хозяине. Две или более плазмиды, относящиеся к 
306 разным группам несовместимости, могут одновременно реп- 





Рис. 15.18. Тест на при¬ 
сутствие фактора пере¬ 
носа устойчивости 

(RTF). Тестируемый 
штамм В несет г-детер- 
минант устойчивости к 
стрептомицину, не спо¬ 
собный к самостоятель¬ 
ному переносу; С — 
чувствительный к стреп¬ 


томицину штамм, не со¬ 
держащий плазмид. Ес¬ 
ли смешать клетки В и 
С (верхний ряд), пере¬ 
нос не осуществляется, 
но если вначале сме¬ 
шать клетки штамма В 
с клетками А, а затем 
с С, то детерминант ус¬ 
тойчивости к стрептоми¬ 


цину переносится. Это 
показывает, что в штам¬ 
ме А присутствует спо¬ 
собный к переносу 
RTF. (В качестве конт¬ 
роля смешивают штам¬ 
мы А и С; при этом ре¬ 
комбинанты, устойчивые 
к стрептомицину, не об¬ 
разуются.) 



* Переноса нет 



лицироваться в одном и том же хозяине. Как мы будем об¬ 
суждать далее, в разделе, посвященном пенициллиназным 
плазмидам, несовместимость, по всей вероятности, обуслов¬ 
лена конкуренцией между членами данной группы за место 
прикрепления на мембране. Плазмиды, относящиеся к одной 
группе несовместимости, видимо, обладают следующими 
сходными свойствами. Во-первых, как показано в опытах с 
применением фагов, специфичных к мужским клеткам, они 
образуют одинаковые с химической точки зрения половые 
пили. Во-вторых, их ДНК содержат гомологичные последо¬ 
вательности оснований; это было показано в экспериментах 
по образованию гетеродуплексов. 

Все R -факторы несут гены репрессоров, регулирующих об¬ 
разование пилей. Сразу после заражения популяции клеток 
каким-либо R -фактором у большинства клеток образуются 
половые пили, и в течение некоторого времени эти клетки ве¬ 
дут себя как доноры. Однако вскоре проявляется действие 
репрессора, число пилей уменьшается и по мере роста попу¬ 
ляции они исчезают совсем. Поэтому в устойчивой культуре 
R +жлеток лишь немногие клетки образуют R -пили и являются 
активными донорами. 

Некоторые R -факторы способны обеспечивать перенос 
307 хромосомы Е. соіі. Из R't’ -популяций были выделены стабиль- 
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ные Hfr -клоны и описаны R -факторы, которые ведут себя по¬ 
добно F -факторам. Эти данные показывают, что некоторые 
R -факторы, подобно F1, могут обратимо интегрироваться с 
хромосомой Е. соіі. 

Соі-ФАКТОРЫ 

Многие штаммы бактерий выделяют белковые токсины, на¬ 
зываемые бактериоцинами. Они обладают активностью толь¬ 
ко в отношении близкородственных штаммов. Токсины этого 
типа, выделяемые штаммами Е. соіі , называют колицинами. 
Как правило, это простые белки; было выделено несколько 
разных типов колицинов, убивающих чувствительные клетки 
разными способами. Обычно штаммы Е. соіі устойчивы к тем 
колицинам, которые они сами производят. 

П. Фридерик (Р. Fredericq) показал, что генетические де¬ 
терминанты ряда колицинов содержатся в плазмидах и никог¬ 
да не интегрируются с хромосомой. Эти плазмиды называются 
колициногенными Col -факторами. Основные изученные 
Соі-факторы — Col В, Col Е ь Col Е 2 , Coll и СоІѴ; колицины, 
которые они образуют, обозначаются соответствующими бук¬ 
вами. 

Некоторые Соі-факторы, в том числе Col В, Соіі и СоІѴ, 
содержат «детерминанты фертильности», т. е. набор генов, 
ответственных за конъюгацию и перенос плазмиды. Два 
СоІѴ-фактора вызывают образование половых пилей для 
обеспечения переноса хромосомы и, подобно F -фактору, весь¬ 
ма чувствительны к акридиновому оранжевому. Учитывая 
легкость, с которой Соі-факторы рекомбинируют с другими 
плазмидами, нельзя исключить возможность того, что F-no- 
добные Соі-факторы возникли путем интеграции Соі-плазми- 
ды с F -фактором. 

Другие Col -плазмиды, в том числе Col Еі и Col Е 2 , не спо¬ 
собны к самостоятельному переносу. Но если клетка несет 
наряду с Col Еі (или Col Е 2 ) трансмиссибельную плазмиду, то 
переносятся обе плазмиды. Возможно, такой совместный пе¬ 
ренос обусловлен временной интеграцией двух плазмид; од¬ 
нако есть основания полагать, что в ряде случаев у нетранс- 
миссибельной плазмиды просто отсутствуют один или не¬ 
сколько генов, необходимых для конъюгации, и недостающая 
функция (например, синтез фермента) выполняется активной 
плазмидой. Следует отметить, что Col Еі и Col Е 2 мобилизу¬ 
ются не только трансмиссибельными Col -факторами, но и 
F -фактором. 

Плазмида Col Еі может со своей стороны обеспечить ка¬ 
кую-либо слабо выраженную у трансмиссибельной плазмиды 
Col I функцию. Хотя Col I обеспечивает собственный перенос 
с высокой эффективностью, хромосомные маркеры переносит 
всего одна Col І+-клетка из ІО 8 . Но если Col І+-клетки зара- 
308 жены одновременно Col Еі, эта вероятность увеличивается в 





100 раз. Если допустить, что перенос хромосомы обус¬ 
ловлен ее интеграцией с Col I, то можно предположить, что 
Col Еі образует более активный фермент интеграции. 

ПЛАЗМИДЫ ДЕГРАДАЦИИ 

У PSEUDOMONAS 

Для псевдомонад характерна способность катаболизировать 
множество необычных органических соединений с помощью 
особых метаболических путей. И. Гунсалус (I. Gunsalus) и 
А. Чакрабарти (A. Chakrabarty) с сотрудниками обнаружи¬ 
ли, что ферменты ряда особых метаболических путей детер¬ 
минируются плазмидными генами. В каждом случае плазми¬ 
ды кодируют ферменты одного метаболического пути или его 
части. Например, ферменты расщепления камфары кодируют¬ 
ся «камфарной плазмидой» из Р. putida , ферменты расщеп¬ 
ления октана — «октановой плазмидой», а ферменты расщеп¬ 
ления салициловой кислоты — «салициловой плазмидой». Эти 
плазмиды переносятся внутри видов и между видами псевдо¬ 
монад путем конъюгации. 

ПЕНИЦИЛЛИНАЗНЫЕ ПЛАЗМИДЫ 

ГРАМПОЛОЖИТЕЛЬНОЙ БАКТЕРИИ 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

Это патогенная для человека бактерия, которая вызывает ин¬ 
фекции кожи и ран. Пенициллин в начале его применения был 
весьма эффективен в подобных случаях, но очень скоро воз¬ 
никли устойчивые к этому препарату стафилококки, и к 
1950 г. большинство выделяемых штаммов оказались высо¬ 
корезистентными. 

Высокая резистентность во всех случаях обусловлена об¬ 
разованием активного фермента пенициллиназы , который 
разрушает антибиотик, гидролизуя р-лактамовое кольцо. Как 
было показано Р. Новиком (R. Novick), ген, кодирующий 
этот фермент (р+), вместе с другими генами, участвующими 
в его регуляции, содержится в большинстве штаммов в плаз¬ 
миде. Об этом свидетельствуют следующие факты. 

1. Устойчивые к пенициллину клетки теряют это свойство 
полностью и необратимо со скоростью примерно один раз за 
1000 клеточных делений (рис. 15.19). 

2. При фаговой трансдукции выявляется, что с р + тесно 
сцеплен ряд маркеров, включая устойчивость к ионам ртути 
(Hg r ) и к эритромицину ( его г ). Если облучить фаговые ча¬ 
стицы УФ-светом, все три маркера инактивируются одновре¬ 
менно (имеется в виду их способность образовывать реком¬ 
бинантные трансдуктанты среди фагового потомства), и этот 
процесс характеризуется одинаковой во всех случаях одно¬ 
ударной кинетикой. 

3. Штаммы, несущие гены p+-Hg r -ero r , теряют все три 
маркера вместе, а затем вновь приобретают их в результате 

309 одного акта трансдукции. 




Рис. 15.19. Колонии ста¬ 
филококков, обрабо¬ 
танные N -фенил-І-наф- 
тиламиназо - О - карб- 


оксибензолом и пеницил¬ 
лином. Темные секторы 
содержат клетки, выра¬ 
батывающие пеницилли- 


назу, светлые — клетки 
без пенициллиназы. (С 
любезного разрешения 
Р. Новика.) 



Хотя детерминанты устойчивости к пенициллину несут не 
все стафилококковые плазмиды, наиболее интенсивно изуча¬ 
лись пенициллиназные плазмиды. Эти плазмиды были разде¬ 
лены на несколько типов, а, р, у и т. д., на основании тех 
маркеров, которые они несут, и химически различающихся 
пенициллиназ, которые они образуют. 

Плазмиды разных типов, подобно некоторым из описанных 
ранее R -факторов, проявляют несовместимость. Если две не¬ 
совместимые плазмиды, несущие генетические маркеры, вве¬ 
сти в одну клетку, то 95% клеток, образующихся после пер¬ 
вого деления, будет относиться к одному из двух типов, а в 
течение еще нескольких клеточных делений сегрегация будет 
завершена. В таких сегрегантах очень часто встречаются ре¬ 
комбинантные плазмиды, а частоты, с которыми независимо 
рекомбинируют различные маркеры, достаточны для построе¬ 
ния генетических карт плазмид. В противоположность этому 
совместимые плазмиды рекомбинируют редко. 

Изложенные данные привели к следующей гипотезе. Каж¬ 
дая плазмида содержит локус «поддержания несовместимо¬ 
сти» (тс), с помощью которого она присоединяется к опреде¬ 
ленному месту в клетке (предположительно к участку кле¬ 
точной мембраны). Такое прикрепление необходимо для реп¬ 
ликации плазмиды. Совместимые плазмиды несут разные ло¬ 
кусы тс, позволяющие им прикрепляться к разным участкам. 
Несовместимые же плазмиды содержат одинаковые локусы 
тс и вынуждены конкурировать за одно и то же место при¬ 
крепления. Если две несовместимые плазмиды поместить в 
одну клетку, они будут интегрироваться друг с другом (с по¬ 
мощью одного кроссинговера), но быстро сегрегируют в ре¬ 
зультате последующих кроссинговеров; если расстояние меж- 
31 0 ду участками, где произошли кроссинговеры, достаточно ве- 


лико, то обнаруживаются рекомбинанты по известным 
маркерам. 

Эта гипотеза подтверждается рядом данных: мутанты 
плазмид, у которых локус тс утрачен в результате делеции, 
теряют способность к автономной репликации; были обнару¬ 
жены хромосомные и плазмидные мутации, заметно снижаю¬ 
щие стабильность плазмид. Хромосомный ген, в котором про¬ 
исходят мутации такого рода, видимо, участвует в образова¬ 
нии места прикрепления в клетке, так как он специфически 
влияет на стабильность плазмид той или иной группы несов¬ 
местимости, но не обеих групп. Плазмидный ген, в котором 
происходят такие мутации, вероятно, и является локусом тс\ 
плазмидная мутация, снижающая стабильность плазмиды, не 
отделяется от того аллеля тс , с которым она вначале была 
связана. 

Изучалось также взаимодействие между пенициллиназны- 
ми плазмидами и хромосомой клетки-хозяина. Оказалось, что 
плазмидный маркер, введенный путем фаговой трансдукции 
в хромосому, становится стабильно интегрированным с ней. 
Плазмида, несущая тот же маркер, может в этом месте инте¬ 
грироваться с бактериальной хромосомой путем кроссингове- 
ра в гомологичной области. Возможен и обратный процесс — 
исключение хромосомного маркера под действием плазмиды. 

Стафилококковые плазмиды не вызывают конъюгации, 
однако они могут переноситься из клетки в клетку путем фа¬ 
говой трансдукции. Видимо, этот процесс происходит со ско¬ 
ростью, достаточной для того, чтобы уравновесить спонтан¬ 
ную утрату плазмиды, и, таким образом, поддерживает при¬ 
сутствие плазмид в природных популяциях стафилококков. 
До начала широкого использования пенициллина в медицин¬ 
ской практике равновесное содержание пенициллиназных 
плазмид в популяции было, вероятно, очень низким; но пени¬ 
циллин действовал как фактор отбора, и в результате во мно¬ 
гих местах стали преобладать штаммы, содержащие плаз¬ 
миды. 


КРИПТИЧЕСКИЕ ПЛАЗМИДЫ 

Когда обнаружили, что плазмидную ДНК можно выделить с 
помощью ультрацентрифугироівания в виде маленьких, кова¬ 
лентно замкнутых кольцевых молекул, такие молекулы стали 
искать в самых разных бактериях. Оказалось, что они присут¬ 
ствуют в клетках почти всех изученных видов. Эти молекулы 
ДНК назвали криптическими (скрытыми плазмидами, так 
как они не содержат генов, которые можно было бы обнару¬ 
жить по их фенотипическому выражению. 

Таким образом, присутствие плазмид в бактериальных 
клетках — это широко распространенное явление, а не ис¬ 
ключение. Ниже приведены некоторые гипотезы относительно 
311 их происхождения. 





ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
ВЗАИМООТНОШЕНИЯ МЕЖДУ 
ПЛАЗМИДАМИ, ВИРУСАМИ 
И ХРОМОСОМАМИ 

Как уже указывалось выше в настоящей главе, плазмиды об¬ 
ладают следующими свойствами. 

1. Это кольцевые молекулы двухцепочечной ДНК. 

2. Они способны к автономной репликации в хозяйской 
клетке. 

3. Некоторые из них могут интегрироваться друг с другом 
и с хромосомами клетки-хозяина, а также обмениваться 
фрагментами генетического материала друг с другом и с хо¬ 
зяйскими хромосомами. 

4. Многие плазмиды несут гены, влияющие на фенотип 
клетки-хозяина. 

5. Некоторые плазмиды обеспечивают собственный пере¬ 
нос при конъюгации клеток-хозяев. 

6. Трансмиссибельные плазмиды могут осуществлять пере¬ 
нос других плазмид, находящихся в той же клетке, или пере¬ 
нос самой бактериальной хромосомы. 

7. Плазмиды не являются необходимыми для хозяйской 
клетки (по крайней мере при некоторых условиях). 

Все эти свойства, кроме трех последних, характерны так¬ 
же и для бактериальной хромосомы. Таким образом, нетранс- 
миссибельные плазмиды отличаются от хромосомы только 
тем, что не являются необходимыми. Но даже этот критерий 
относителен, поскольку можно выделить F' -клетки, в которых 
гены, необходимые для роста бактерий, входят в состав 
F -геноты, а не хромосомы. В этом случае F -генота является 
необходимой, и, согласно нашему определению, ее следует 
считать второй хромосомой, а не плазмидой. 

Так же близки между собой плазмиды и ДНК-содержа- 
щие фаги. Последние обладают всеми теми же свойствами, 
что и плазмиды, кроме того, что не могут обеспечивать конъ¬ 
югацию 1 . Однако фаги отличаются от плазмид своей способ¬ 
ностью высвобождаться из хозяйской клетки в виде покрытых 
белком инфекционных частиц. Было высказано предположе¬ 
ние, что трансмиссибельные плазмиды весьма близки к неко¬ 
торым нитевидным ДНК-содержащим фагам и что половые 
пили аналогичны оболочке фага. Поскольку при конъюгации 
плазмидная ДНК, видимо, может переноситься через пиль, 
аналогия становится еще более полной. 

1 Даже из этого положения есть исключение, так как фаг, который за¬ 
ражает один из видов Pseudomonas, обеспечивает перенос хромосомных 
маркеров путем конъюгации. Поскольку некоторые псевдомонады содержат 
F -факторы, этот уникальный фаг мог приобрести детерминанты фертиль- 
312 ности путем рекомбинации с такой плазмидой. 



Все три генетических элемента в принципе способны ре¬ 
комбинировать друг с другом, как показано на следующей 
диаграмме: 

Хромосома 
^ \ 

✓ \ 

Плазмида +—* Фаг 

С хромосомой могут интегрироваться многие фаги и плазми¬ 
ды; кроме того, наблюдалась рекомбинация между плазмидой 
(одним из R -факторов) и фагом, в результате чего возник 
фаг, несущий ген устойчивости. 

Во многих случаях различия между тремя типами генети¬ 
ческих элементов совершенно стираются. Например, в со¬ 
стоянии профага фаг Р1 реплицируется как автономный не¬ 
обязательный генетический элемент; в этом состоянии он не¬ 
отличим от плазмиды. Точно так же и плазмида может быть 
неотличима от хромосомы (как в примере, рассмотренном 
выше). Таким образом, различать эти три типа генетических 
элементов позволяют только их потенциальные возможности. 
Плазмиды могут быть необязательными и могут обеспечи¬ 
вать конъюгацию; фаги могут высвобождаться в виде инфек¬ 
ционных частиц. 

Другими словами, эти три типа элементов в каком-то 
смысле «взаимопревращаемы». Фаг может утратить часть 
своих функций и стать плазмидой. Плазмида может вклю¬ 
чить в свой состав необходимые гены и стать хромосомой. 
Наша задача заключается в том, чтобы попытаться понять 
эволюционное происхождение этих элементов, т. е. устано¬ 
вить, в какой временной последовательности возникали раз¬ 
личия между ними. В какой момент реплицирующиеся моле¬ 
кулы ДНК приобрели способность образовывать белковые 
оболочки и стали, таким образом, инфекционными частица¬ 
ми? Произошли ли плазмиды от фагов или фаги от плазмид? 
Или они возникли из бактериальной хромосомы в результате 
независимой эволюции? 

Нетрудно представить себе нетрансмиссибельную плазми¬ 
ду, возникшую из хромосомы, так как известно, что фрагмен¬ 
ты хромосомы, образовавшиеся в результате делеций (напри¬ 
мер, F -геноты), могут переходить в кольцевую форму. Чтобы 
делетированный сегмент стал нетрансмиссибельной плазми¬ 
дой, необходимо только, чтобы он содержал репликаторный 
участок хромосомы. Однако такое состояние будет неста¬ 
бильным, так как возникшая плазмида несовместима с хро¬ 
мосомой и должна вытесняться из участка прикрепления хро¬ 
мосомы. Таким образом, возникновение стабильной, нетранс¬ 
миссибельной плазмиды требует, чтобы одновременно про¬ 
изошла мутация и плазмида приобрела новую специфичность 
313 в отношении участка прикрепления. 


Гораздо труднее представить себе, какие эволюционные 
события могли привести к трансмиссивности ДНК, будь то 
конъюгация или высвобождение фаговых частиц. Вероятно, 
на все эти вопросы никогда не удастся дать однозначный от¬ 
вет, но они подчеркивают тесную взаимосвязь между плаз* 
мидами, хромосомами и бактериальными вирусами, которая 
существует в настоящее время. 

КОНЪЮГАЦИЯ В РАЗЛИЧНЫХ ГРУППАХ БАКТЕРИЙ 


ГРАМОТРИЦАТЕЛЬНЫЕ БАКТЕРИИ 

Грамотрицательная бактерия, получившая в результате 
конъюгации плазмиду, в принципе может конъюгировать с 
самыми разными грамотрицательными бактериями и перено¬ 
сить плазмидную ДНК. Однако эффективность межвидовой и 
внутривидовой конъюгации сильно варьирует; в табл. 15.2 

ТАБЛИЦА 15.2 

ЭФФЕКТИВНОСТЬ КОНЪЮГАЦИИ МЕЖДУ РАЗЛИЧНЫМИ РОДАМИ 
ГРАМОТРИЦАТЕЛЬНЫХ БАКТЕРИИ' 


Донор F -Іас 

Реципиент 

Частота переноса 
F-/ac2 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Ю -I—io- 3 

Escherichia coli 

Salmonella typhosa 

10-4—10-5 

Escherichia coli 

Proteus mirabilis 

10-5— Ю-6 

Salmonella typhosa 

Escherichia coli 

10-4—Ю-5 

Salmonella typhosa 

Proteus mirabilis 

10-4—10-5 

Salmonella typhosa 

Serratia marcescens 

10" 7 -*10-s 

Salmonella typhosa 

Vibrio comma 

10-5— 10-e 

Proteus mirabilis 

Escherichia coli 

10-5—10-6 

Proteus mirabilis 

Proteus mirabilis 

A 

О 

1 

о 

1 По данным Л. Барона. 

2 Отметим, что из популяций дикого типа исследуемых 
лить реципиенты с более высокой частотой переноса. 

объектов можно виде» 


приведена примерная эффективность переноса F Лас из кле¬ 
ток грамотрицательных кишечных бактерий одного рода в 
клетки бактерий других родов. Путем переноса соответствую¬ 
щих плазмид из Е. соіі К12 были созданы F+- и F' -штаммы 
кишечных бактерий различных групп. В некоторых случаях 
эти плазмиды интегрировались с хромосомой реципиента и 
образовывали донорные клетки Шг; такие Hfr -штаммы воз¬ 
никли у Salmonella , Yersinia pseudotuberculosis и Erwinia 
amylovora. 

Если в качестве доноров при межвидовом скрещивании 
используются клетки Шг, то хромосомная ДНК переносится 
с частотой, сравнимой с частотой переноса F -Іас у указанной в 
314 табл. 15.2. Однако в том случае, если между донорной и ре- 








ципиентной хромосомой нет достаточной гомологии, чтобы 
обеспечить спаривание и кроссинговер, рекомбинанты не об¬ 
наруживаются. Поэтому при скрещивании между группами 
Escherichia , Salmonella и Shigella , характеризующимися вы¬ 
сокой гомологией, рекомбинанты образуются, а при конъюга¬ 
ции между Escherichia и Proteus с низкой гомологией не об¬ 
разуются. 

Конъюгация, обусловленная плазмидами, встречается не 
только у кишечных бактерий, но также и у псевдомонад. 
Плазмиды деградации, описанные в предыдущем разделе, 
обусловливают конъюгацию между различными видами 
Pseudomonas ; кроме того, был открыт F -подобный половой 
фактор, который вызывает перенос хромосомы с низкой ча¬ 
стотой между различными штаммами Pseudomonas aerugi¬ 
nosa. 

ГРАМПОЛОЖИТЕЛЬНЫЕ БАКТЕРИИ 

Генетика актиномицета Streptomyces coelicolor была подроб¬ 
но изучена Д. Хопвудом (D. Hopwood) и Г. Сермонти 
(G. Sermonti) с сотрудниками. Когда споры двух генетиче¬ 
ски маркированных штаммов высевают вместе на чашки с се¬ 
лективной средой, возникают рекомбинанты. Для рекомби¬ 
нации необходим непосредственный контакт между гифами; 
ответственна за нее плазмида SCP1. Исходный штамм «IF» 
несет плазмиду SCP1 в автономном состоянии и обладает не¬ 
большой способностью к конъюгации с такими же клетками. 
Из этого штамма были получены донорные штаммы с высо¬ 
кой частотой рекомбинации («NF»), содержащие плазмиду 
SCP1, интегрированную по специфическому сайту хромосомы, 
и штаммы «UF», которые обладают высокой активностью в 
качестве реципиентов и утратили SCP1. 

Между SCP1 -системой 5. coelicolor и F1 -системой Е. соіі 
К12 имеется некоторое сходство. При скрещиваниях IFXUF 
(так же, как и при скрещиваниях F+XF - ) каждая донорная 
клетка переносит конъюгационную плазмиду, частота же пе¬ 
реноса хромосомы на несколько порядков ниже. При скрещи¬ 
ваниях NFXUF (как при скрещиваниях HfrXF - ) каждое 
спаривание приводит к переносу длинных участков хромосом. 
В то же время при скрещиваниях UFXUF с низкой частотой 
образуются рекомбинанты, тогда как при скрещивании между 
двумя штаммами F - их никогда не бывает. Кроме того, при 
скрещиваниях NFXUF переносимый фрагмент хромосомы 
располагается симметрично по обе стороны от места прикреп¬ 
ления SCP1 и каждый реципиент получает интегрированную 
плазмиду, становясь донором NF. Скрещивания HfrXF', на¬ 
оборот, всегда характеризуются полярностью переноса, а пе¬ 
ренос интегрированной плазмиды в реципиентную клетку 
происходит лишь в очень редких случаях — при полном пере- 
315 носе хромосомы. 
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Было обнаружено, что плазмида SCP1 «вытягивает» фраг¬ 
мент хромосомы, несущий ген cys В\ SCP1 -cys В аналогична 
F -Іас, а клетки, содержащие эту плазмиду, ведут себя так же, 
как F' -доноры Е. соіі К12, описанные выше. 

Измеряя частоты совместного наследования различных 
генов донора при многофакторных скрещиваниях, Д. Хопвуду 
удалось построить генетическую карту 5. coelicolor. Оказа¬ 
лось, что все изученные маркеры относятся к одной группе 
сцепления и что эта группа кольцевая. Таким же образом 
была построена генетическая карта другого актиномицета, 
Nocardia mediterranei. Гомологичные маркеры занимают на 
этих двух картах одни и те же положения, что указывает на 
тесное филогенетическое родство двух видов. 

ТРАНСДУКЦИЯ С УЧАСТИЕМ БАКТЕРИОФАГА 


ОТКРЫТИЕ ТРАНСДУКЦИИ 

В 1952 г. Н. Циндер (N. Zinder) и Дж. Ледерберг (J. Leder- 
berg) исследовали возможность конъюгации между двумя 
штаммами Salmonella. Когда они смешали штаммы, несущие 
подходящие генетические маркеры, и посеяли суспензию на 
чашки с селективной средой, образовалось небольшое число 
рекомбинантных колоний. 

В ходе дальнейших экспериментов Циндер и Ледерберг 
обнаружили, что этот обмен генетическим материалом про¬ 
изошел не в результате конъюгации, а вследствие высвобож¬ 
дения из одного из родительских штаммов частиц какого-то 
умеренного бактериофага и заражения им другого родитель¬ 
ского штамма. Многие из рецепторных клеток выжили после 
заражения, и некоторые из них получили фрагменты генетиче¬ 
ского материала, происходящего из тех клеток, в которых 
сначала находился фаг. 

При трансдукции , как назвали это явление, небольшой 
кусок бактериальной хромосомы включается в созревающую 
фаговую частицу. Когда эта частица заражает новую хозяй¬ 
скую клетку, она вводит в нее генетический материал преды¬ 
дущего хозяина. Таким образом, реципиент становится ча¬ 
стичной зиготой. 

Фаг, открытый Циндером и Ледербергом и названный Р22, 
переносит все маркеры Salmonella с примерно одинаковой 
частотой. Однако при изучении других умеренных фагов Sal¬ 
monella и Е. соіі оказалось, что этой способностью обладают 
лишь ^немногие из них. Между тем было открыто, что некото¬ 
рые умеренные фаги Е. соіі в состоянии профага занимают 
определенное место в бактериальной хромосоме. Например, 
ДНК фага X всегда включается между локусами Ыо и gal 
(рис. 15.14). Когда фаг X был проверен на способность транс- 
дуцировать маркеры от одного штамма Е. соіі к другому, 







оказалось, что он может трансдуцировать локусы gal и Ыо, 
но не маркеры, расположенные на большом расстоянии от 
сайта интеграции. 

Трансдукция типа той, которая осуществляется фагом Р22, 
когда любой хромосомный маркер включается в фаговую ча- 
стицу с примерно равной вероятностью, называется общей . 
Трансдукция, аналогичная той, что осуществляется фагом X, 
когда в состав фага включаются только локусы, непосредст¬ 
венно прилегающие к сайтам интеграции, называется специ¬ 
фической. Специфическая и общая трансдукции различаются 
по механизму введения генетического материала в фаговые 
частицы. 

Трансдукция может происходить между различными ор¬ 
ганизмами, относящимися к группе кишечных бактерий; она 
наблюдалась также у псевдомонад, стафилококков и ба¬ 
цилл. Поскольку большинство видов бактерий несут умерен¬ 
ные фаги, трансдукция вполне может быть самым распростра¬ 
ненным механизмом рекомбинации у бактерий. 

МЕХАНИЗМ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ 

ТРАНСДУКЦИИ 

В культуре Е. соІі> лизогенной по фагу X, каждая клетка со¬ 
держит профаг, включенный в хромосому между локусами 
gal и Ыо. Если такую культуру индуцировать, то в большин¬ 
стве клеток исключение профага из хромосомы в результате 
рекомбинации произойдет строго по сайтам интеграции, но в 
редких случаях — по другим сайтам; тогда образующаяся в 
результате рекомбинации кольцевая ДНК фага будет содер¬ 
жать большую часть фаговой хромосомы X и небольшой уча¬ 
сток ДНК клетки-хозяина, располагавшейся с одной или с 
другой стороны от места включения (рис. 15.20). Если исклю¬ 
чавшаяся ДНК содержит гены gal , фаговую частицу называ¬ 
ют Xdg , что означает «дефектный фаг Я, несущий локус gah 
(«Я deffective, carrying the gal loci»). Если исключавшаяся 
ДНК содержит гены Ыо , то фаговую частицу называют Xdbio . 
Количество ДНК, которое может быть упаковано в фаговую 
частицу, ограничено; поэтому, если в фаг включаются гены 
gal или Ыо , то соответствующее количество фаговой ДНК 
должно быть исключено. Отсюда ясно, почему трансдуцирую- 
щая частица всегда дефектна по некоторым функциям Х у а 
гены gal и Ыо никогда не обнаруживаются в одной и той же 
трансдуцирующей частице. 

При индукции лизогенной по X gah -кулътуры в лизате 
обнаруживается примерно одна частица Xdg на ІО 5 нормаль¬ 
ных фаговых частиц. Если этот лизат использовать для зара¬ 
жения культуры нелизогенных ^/“-бактерий, то некоторые 
клетки получают ДНК Xdg , которая интегрируется с хромосо¬ 
мой. Но каждая из этих клеток несет еще хромосомный локус 
317 gah и становится, таким образом, частичным диплоидом 




Рис. 15.20. Образование 
фага Xdg. Л. Нормаль¬ 
ное спаривание и после¬ 
дующий кроссинговер 


восстанавливают геном 
фага X дикого типа. В. 
Аномальное спаривание 
и последующий кроссинг¬ 


овер приводят к образо¬ 
ванию генетического эле¬ 
мента Mg. 
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gal+/gal~. Итак, специфическая трансдукция состоит в ин¬ 
теграции с хромосомой дефектного профага, несущего участок 
ДНК первой клетки-хозяина, расположенный вблизи сайта 
первой интеграции. 

Если инфицировать культуру gal~ с высокой множествен¬ 
ностью заражения, то каждая клетка помимо частицы фага 
Mg получит также частицу нормального фага X. Такая клет¬ 
ка становится двойным лизогеном, поскольку несет один нор¬ 
мальный и один Ы^-профаг. Если культуру, полученную из 
этого двойного лизогена, индуцировать, то нормальный про¬ 
фаг обеспечит те фаговые функции, по которым дефектен 
Xdg. Это приведет к созреванию фагов обоих типов, и лизат 
будет содержать одинаковое число фаговых частиц X и Mg. 
Если теперь использовать этот лизат для трансдукции свежей 
культуры gal~ , то примерно половина фаговых частиц транс- 
дуцирует локус gal + . Это явление называется трансдукцией 
318 с высокой частотой. 






У Е. coli был открыт еще один фаг, осуществляющий 
специфическую трансдукцию, фаг 080. Сайт интеграции 080 
расположен вблизи локуса trp , отвечающего за ферменты пу¬ 
ти биосинтеза триптофана. Фаг 080 dt (дефектный 080, не¬ 
сущий гены trp) может быть получен тем же методом, что и 
Mg. Из штамма, в котором предварительно произошла инте¬ 
грация F -Іас вблизи локуса trp , был получен другой трансду- 
цирующий фаг 080, несущий гены Іас. Эти дефектные транс- 
дуцирующие фаги послужили источником очищенной ДНК, 
содержащей определенные гены. 

МЕХАНИЗМ ОБЩЕЙ ТРАНСДУКЦИИ 

При специфической трансдукции фрагмент хозяйской ДНК, 
которую несет частица трансдуцирующего фага, всегда кова¬ 
лентно связан с крупным фрагментом фаговой ДНК. При об¬ 
щей же трансдукции этот фрагмент очень небольшой; части¬ 
цы трансдуцирующего фага представляют собой в основном 
фрагмент бактериальной ДНК, упакованный в фаговую обо¬ 
лочку. Поэтому лизат, получающийся при общей трансдук¬ 
ции, содержит частицы двух типов: большая часть частиц 
содержит только фаговую ДНК, а небольшая часть (транс- 
дуцирующие частицы)—главным образом хозяйскую ДНК. 

Различие между происхождением ДНК в фаговой частице 
при специфической и общей трансдукции соответствует спо¬ 
собу образования трансдуцирующего начала. Если фаг X об¬ 
разуется в хозяине в процессе литического цикла, то частицы 
Mg не образуются. Чтобы получить такие частицы, лизат на¬ 
до готовить путем индукции лизогенной по фагу X культуры 
(т. е. фаг должен находиться в виде профага). В то же время 
фаги, осуществляющие общую трансдукцию, включая фаг Р1, 
могут давать трансдуцирующие лизаты как в результате ли¬ 
тического цикла развития, так и при индукции лизогена. Это 
различие связано с разницей в состояниях профага у фагов X 
и Р1: как было описано в гл. 12, профаг X обычно интегриро¬ 
ван с бактериальной хромосомой, а профаг Р1 существует, 
как правило, в виде автономной плазмиды. 

Некоторые фаги, например Р22, могут осуществлять и 
общую, и специфическую трансдукции. Первый тип трансдук¬ 
ции возможен при литическом цикле развития фага, второй — 
при индукции лизогенных клеток, содержащих Р22, в виде 
профага, интегрированного с хромосомой. 

СУДЬБА ЭКЗОГЕНОТЫ, 

ОБРАЗУЮЩЕЙСЯ ПРИ ТРАНСДУКЦИИ 

При трансдукции обоих типов экзогенота часто спаривается с 
эндогенотой и донорные гены включаются в рекомбинантную 
хромосому в результате кроссинговера в области спарива¬ 
ния. Частичная зигота затем сегрегирует и дает гаплоидную 
319 рекомбинантную клетку. При специфической трансдукции 




Рис. 15.21. Схематиче- пов абортивной транс- 
джое изображение эта- дукции (по X. Озеки). 



экзогенота может также сохраниться как часть профага, 
тогда возникает гетерозиготный, частично диплоидный клон. 

Экзогенота, которая образуется при специфической транс- 
дукции, может сохраниться и функционировать, но не репли¬ 
цироваться, так что в клоне, возникшем из частичной зиготы, 
экзогеноту содержит в каждый момент только одна клетка. 
Это довольно распространенное явление называется абортив¬ 
ной трансдукцией. Пусть, например, фаговая частица инъеци¬ 
рует ген his + в бактерию his ~ и возникает абортивная транс- 
дукция. Затем происходят следующие события. В результате 
функционирования экзогеноты his + в частичной зиготе обра¬ 
зуется фермент синтеза гистидина. Если посеять суспензию 
клеток на агар без гистидина, зигота будет расти и делиться, 
но репликации экзогеноты происходить не будет. Таким обра¬ 
зом, одна из дочерних клеток не получит гена his + и сможет 
продолжать делиться только до тех пор, пока начальная кон¬ 
центрация фермента не станет слишком малой за счет разве¬ 
дения в результате роста. Но другая дочерняя клетка, как и 
родительская, является гетерогенотой и продолжает синте¬ 
зировать фермент. При следующем клеточном делении она 
снова сегрегирует на одну клетку his ~ , содержащую ограни¬ 
ченный запас фермента, и одну гетерогеноту his + /his~. 

В результате образуется медленно растущая маленькая 
колония, едва заметная через несколько дней выращивания. 
Если маленькую колонию такого типа рассеять, она снова 
даст только одну маленькую колонию, так как ген his+ со¬ 
держится только в одной из пересеянных клеток. Последовав 
^ тельность событий при абортивной трансдукции представле- 
320 „а на рис. 15.21. 






Иногда суспензий фага образует в 10 раз больше абор¬ 
тивных трансдуктантов, чем нормальный фаг. Абортивная 
трансдукция возникает в тех случаях, когда нормальная ре¬ 
комбинация между экзогенотой и эндогенотой невозможна. 
Рекомбинация может быть стимулирована облучением транс- 
дуцированных клеток УФ-светом. Превращение абортивной 
трансдукции в нормальную под действием УФ-света согла¬ 
суется с известной его способностью стимулировать рекомби¬ 
нацию во многих диплоидных системах. Л 

ФАГОВАЯ КОНВЕРСИЯ 

Некоторые свойства бактериальных клеток определяются 
только фаговыми генами. Эти свойства проявляются лишь в 
лизогенных или зараженных фагом штаммах и никогда не 
проявляются в штаммах, свободных от фагов. Например, 
клетки Corynebacterium diphteriae образуют токсин только 
при заражении определенным штаммом фага. Клетка без фа¬ 
га токсина не образует и не может приобрести это свойство в 
результате мутации. Аналогичным образом некоторые анти¬ 
генные компоненты клеточной стенки Salmonella образуются 
во всех клетках, зараженных определенным фагом, и никогда 
не встречаются в клетках, в которых фага нет. Приобретение 
нового свойства исключительно в результате фаговой инфек¬ 
ции называется фаговой конверсией. 

Таким образом, конверсия отличается от специфической 
трансдукции, поскольку в последнем случае фаг переносит 
ген, который в норме обнаруживается в бактериальной хро¬ 
мосоме. Имеется еще одно различие между конверсией и 
специфической трансдукцией: частицы фага, вызывающего 
конверсию, совершенно нормальны и способны осуществлять 
все необходимые фаговые функции, тогда как специфические 
трансдуцирующие фаги обычно дефектны по некоторым фа¬ 
говым функциям, поскольку утратили часть фаговых генов 
при обмене. Однако в остальном фаговая конверсия и специ¬ 
фическая трансдукция с высокой частотой очень сходны. 

В свете имеющихся данных нетрудно представить себе 
процесс эволюции, в ходе которого от общего предшествен¬ 
ника возникли бактериальная и фаговая хромосомы. 'Способ¬ 
ность бактериальных генов замещать фаговые гены, и наобо¬ 
рот, приводит к выводу о тесной филогенетической связи меж¬ 
ду бактериальными вирусами и их хозяевами. Итак, ген, от¬ 
ветственный за то или иное свойство хозяина, может нахо¬ 
диться только в бактерии, только в фаге (конверсия) или в 
них обоих (трансдукция). 

РЕКОМБИНАЦИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ВИРУСОВ 

Бактериальная клетка может быть заражена одновременно 
двумя близкородственными фагами, отличающимися друг от 
321 друга рядом генетических маркеров. Когда хозяйская клетка 
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T 2 hr* [мелкие прозрачные бляшки) 


Рис. 15.22. Схематиче¬ 
ское изображение бля¬ 
шек фагов четырех ти¬ 
пов. 


Т 2hr (крупные прозрач¬ 
ные бляшки) 


0-7— 12h*r (крупные мут- 
/ ные бляшки) 


-Т 2 / 7 + г* (мелкие мутные 
бляшки) 


лизируется, среди частиц фагового потомства обнаруживают¬ 
ся не только оба родительских типа, но и различные генети¬ 
ческие рекомбинанты. 

Первые исследования рекомбинации фагов были проведе¬ 
ны А. Херши (А. Hershey) на мутантах двух типов, описан¬ 
ных в гл. 14: мутантах с быстрым лизисом (г) и мутантах по 
спектру хозяев ( h ). Двойной мутант фага Т2 был получен в 
две стадии: из мутантной бляшки был выделен г-мутант и 
посеян на чашки со штаммом Е. соіі В/2, чтобы получить 
двойной мутант Т2гЛ. (Родительский фаг Т2 с аллелями /*+ 
и /і+ дикого типа можно обозначить Т2+ + ). 

Херши заразил Е. соіі В фагами Т2/7і и Т2++ одновре¬ 
менно и обнаружил, что каждая зараженная клетка дает 
смешанный лизат, содержащий фаги четырех типов: два ро¬ 
дительских типа и рекомбинанты Т2 + /г и Т2г-г. Все четыре 
типа можно выявить одновременно путем посева потомства 
на смешанный индикаторный газон, содержащий равное ко¬ 
личество клеток Е. соіі штамма В и штамма В/2. Бляшки, 
возникающие на таком газоне, показаны на рис. 15.22. 

При смешанном заражении оба родительских генома, а 
также любые рекомбинантные геномы продолжают реплици¬ 
роваться до тех пор, пока не происходит лизис хозяйской 
клетки. На протяжении всего времени репликации между лю¬ 
быми двумя геномами может произойти рекомбинация. Ско¬ 
рость такой рекомбинации очень велика, в среднем она со¬ 
ставляет более одного акта на каждую частицу за один цикл 
репликации. 


РЕКОМБИНАЦИЯ У ЭУКАРИОТИЧЕСКИХ 
МИКРООРГАНИЗМОВ 


МЕЙОТИЧЕСКАЯ РЕКОМБИНАЦИЯ 


У эукариотических организмов, характеризующихся половым 
размножением, хромосомная рекомбинация происходит во 
время мейоза. Стадии мейоза показаны на рис. 3.10. Этот 
процесс еще раз изображен на рис. 15.23, чтобы продемонст- 
322 рировать, каким образом генетические маркеры двух роди- 





Рис. 15.23. Рекомбина¬ 
ция при мейозе. А. Две 
гетерозиготные пары го¬ 
мологичных хромосом. 
Кроссинговер произошел 


между маркерами В и 
С большей хромосомы. 
Б. Второе мейотическое 
деление дает четыре га¬ 
плоидных продукта, 


каждый из которых ха¬ 
рактеризуется своей 
комбинацией пяти мар¬ 
керов. 



тельских типов рекомбинируют в ходе мейоза. Отметим, что 
новые комбинации возникают двумя способами: во-первых, 
путем перераспределения родительских хромосом и, во-вто¬ 
рых, путем обмена участками между спаренными гомологич¬ 
ными хроматидами при кроссинговере. 

Если один из родителей несет два маркера на разных хро- 
323 мосомах, например маркеры А и Е на рис. 15.23, то вероят- 

21 







































ность попадания этих маркеров в один и тот же гаплоидный 
сегрегант составляет 50%• В то же время два маркера, кото¬ 
рые входят в зиготу в составе одной и той же родительской 
хромосомы, например маркеры А и В на рис. 15.23, обязатель¬ 
но попадут в один сегрегант (будут «сцеплены»), если не ра¬ 
зойдутся в результате кроссинговера. Поскольку вероятность 
кроссинговера между двумя маркерами пропорциональна рас¬ 
стоянию между ними, относительные расстояния между лю¬ 
быми двумя сцепленными родительскими маркерами можно 
найти, определяя относительную частоту рекомбинации во 
время мейоза. Такие измерения, проведенные для многих пар 
генов, позволили построить генетические карты для некото¬ 
рых грибов, в том числе Neurospora crassa, Aspergillus nidu- 
lans и Saccharomyces cerevisiae. Генетическая карта, основан¬ 
ная ца данных о мейотической рекомбинации, была также 
построена для одноклеточной зеленой водоросли Chlamydo- 
monas reinhardi. 

Целый ряд данных свидетельствуемо том, что у эукариот 
хромосомная ДНК представляет собой единую двухцепочеч¬ 
ную молекулу, скрученную и сложенную неизвестным пока 
образом, При репликации хромосома образует две хромати¬ 
ды ; каждая из которых содержит одну двухцепочечную до¬ 
чернюю молекулу ДНК. Считается, что механизм кроссинго¬ 
вера между двумя соседними хроматидами такой же, как и в 
случае вирусов и прокариот. Молекулярная модель кроссин¬ 
говера уже.была представлена в разделе, посвященном реком¬ 
бинации у бактерий (рис. 15.2). 

ГЕННАЯ КОНВЕРСИЯ 

Вначале мейоза каждая хромосома представлена четырьмя 
хроматидами, по две от каждого родителя. В конце мейоза 
четыре хроматиды сегрегируют и 1 входят в состав четырех 
гаплоидных геномов потомства. Гетерозиготный маркёр (на¬ 
пример, маркер А) представлен четырьмя аллелями|—дву¬ 
мя А и двумя а — и должен появиться в таком же количестве 
у четырех гаплоидных потомков, т. е. расщепление Должно 
идти в соотношении 2:2. Такое расщепление называется мен- 
делевским , поскольку его впервые наблюдал и объяснил 
Мендель. I 

У многих протестов, в частности у грибов группы аскоми- 
цетов, легко выделить четыре продукта мейоза и проверить 
наследование родительских-маркеров. Это так называемый 
тетрадный анализ. Он показывает, что в большинстве случаев 
расщепление происходит согласно менделевской закономер¬ 
ности. Изредка наблюдается сегрегация р - отношении 3:1; 
например, четыре аллеля маркера А на рис, 15.23, которые 
вступили в мейоз как А, А,, а и а, можно обнаружить в четы- 
324 рех клетках потомства в виде А* А, А и а. Таким.образом, во 






время мейотического процесса один из аллелей а может пре- 
вращаться в А. Это превращение, часто происходящее в об¬ 
ласти кроссинговера, называется генной конверсией. 

Хотя детали молекулярного механизма генной конверсии 
пока неясны, ее можно представить как результат следую¬ 
щей последовательности событий. 1. В участках, расположен¬ 
ных случайным образом в четырех двухнитевых молекулах 
ДНК каждой мейотической тетрады, возникают однонитевые 
разрывы. 2. В месте каждого разрыва под действием экзонук¬ 
леазы образуется пробел. 3. Пробел заполняется при помощи- 
ДНК-полимеразы, причем в качестве матрицы используется 
одна из противоположных родительских цепей. 4. Концы цепи 
соединяются полинуклеотидлигазой. 

Поскольку во время кроссинговера происходят аналогич¬ 
ные события (см. рис. 15.2), ясно, что генная конверсия мо¬ 
жет осуществляться в том месте, где происходит кроссинго- 
вер. Но она может иметь место и в отсутствие кроссинговера. 
Таким образом, если во время мейоза ген В в составе диплои- 
да АВС/аЬс превращается в ген Ь, маркеры А и С могут ре¬ 
комбинировать путем кроссинговера, а могут и нет. 

МИТОТИЧЕСКАЯ РЕКОМБИНАЦИЯ 

Многие эукариотические микроорганизмы претерпевают мно¬ 
гократное клеточное деление в диплоидном состоянии. Такие 
диплоидные клетки могут впоследствии вступить в мейоз, как 
это происходит в случае спорообразующих дрожжей, или бес¬ 
конечно оставаться диплоидными. Во время митотических де¬ 
лений таких диплоидных клеток возможны спаривание гомо¬ 
логичных хромосом и кроссинговер точно так же, как это 
происходит при мейозе, хотя и с гораздо меньшей частотой. 
Этот процесс схематически изображен на рис. 15.24; отметим, 
что в результате митотического кроссинговера между центро¬ 
мерой и гетерозиготным маркером в 50% случаев данный 
маркер и все остальные маркеры, дистальные по отношению 
к нему, переходят в гомозиготное состояние. 

Дочерние клетки, в которые попадают хроматиды, участ¬ 
вовавшие в обмене, обладают тем же набором генов, что и 
родительская клетка, но образовавшиеся рекомбинантные 
хромосомы представляют собой новые комбинации генов. Та¬ 
ким образом, дочерняя клетка может измениться фенотипи¬ 
чески, поскольку гомозиготное состояние дает рецессивному 
признаку возможность проявиться. Предположим, например, 
что маркер D на рис. 15.24 отвечает за образование пигмен¬ 
та в спорах гриба, причем аллель D дикого типа (доминант¬ 
ный) продуцирует зеленый пигмент, а мутантный аллель d 
(рецессивный)—желтый. Споры, несущие гены D/d, будут 
зелеными, а споры d/d, возникшие в результате митотическо- 
325 го кроссинговера, — желтыми. 
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Рис. 15.24. Рекомбина¬ 
ция при митозе. Показа¬ 
на только большая хро¬ 
мосома из тех, что изо¬ 
бражены на рис. 15.23; 
кроссинговер в этом слу¬ 
чае также происходит 
между маркерами В и 


С. Во время митоза од¬ 
на хроматида каждой из 
родительских хромосом 
движется к одному по¬ 
люсу, другая — к друго¬ 
му. В данном случае хро¬ 
матиды 1 и 3 мигриро¬ 
вали к одному полюсу, 


а 2 и 4 — к другому. 
В результате дочерние 
клетки стали гомозигот¬ 
ными; одна из них со¬ 
держит доминантные ал¬ 
лели С и D, а другая — 
рецессивные end. 





На основе явления митотического кроссинговера можно 
проводить генетическое картирование. Например, гены А, В, 
С и D на рис. 15.24 можно считать сцепленными именно в та¬ 
ком порядке, потому что один кроссинговер между центроме¬ 
рой и локусом А приводит к тому, что гомозиготными стано¬ 
вятся одновременно все четыре гена, тогда как кроссинговер 
между А и В переводит в гомозиготное состояние только гены 
В, С, D и т. д. Как и при мейотическом картировании, отно¬ 
сительные расстояния между маркерами определяют на ос¬ 
новании относительных частот кроссинговера между ними. 
Частота митотической рекомбинации может сильно увели¬ 
чиваться под действием различных индуцирующих агентов; 
большинство из них обладает также мутагенным действием. 


ОБРАЗОВАНИЕ ГЕТЕРОКАРИОНОВ 
И ПАРАСЕКСУАЛЬНОСТЬ 
У МИЦЕЛИАЛЬНЫХ ГРИБОВ 


У мицелиальных грибов слияния происходят не только между 
гифами гетероталломных особей, относящихся к разным по- 
326 ловым типам, но и между двумя штаммами, принадлежащими 

















































к одному и тому же половому типу. Если два штамма отно¬ 
сятся к одному половому типу, так что после слияния 
гифов завершение полового цикла невозможно, в результате 
образуется один организм, содержащий ядра, полученные от 
обоих родительских штаммов; такой организм является гете- 
рокарионом. Ядра, происходящие из каждого из родитель¬ 
ских мицелиев, мигрируют в цитоплазму друг друга; посколь¬ 
ку мицелии являются многоядерными клетками, миграция, 
сопровождающаяся делением ядер, приводит впоследствии к 
полному перемешиванию ядер двух типов. 

В большинстве случаев ядра двух типов не сливаются, а 
делятся путем митозов независимо друг от друга. Фенотипи¬ 
ческие свойства гетерокариона определяются ядрами обоих 
типов, так что гетерокарионы обладают свойствами гибридов 
двух родительских штаммов, хотя все их ядра являются гап¬ 
лоидными. Ядра двух типов могут разойтись, если образуются 
одноядерные конидии. Однако многие грибы образуют мно¬ 
гоядерные конидии и гетерокарионы могут существовать на 
протяжении жизненного цикла без полового размножения. 

Слияние ядер может происходить не только при образова¬ 
нии плодовых тел, но в редких случаях и в гетерокариотиче- 
ском мицелии; при этом из гаплоидных ядер двух типов об¬ 
разуется истинное диплоидное ядро. Это явление было впер¬ 
вые обнаружено у аспергиллов благодаря использованию 
мутантных штаммов, которые образуют конидии с изменен¬ 
ной пигментацией. Для получения гетерокариона были ис¬ 
пользованы мутанты, образующие вместо нормальных зеле¬ 
ных конидий желтые и белые конидии. Поскольку конидии у 
аспергилл одноядерные, каждая спороносная головка этого 
гетерокариона обычно образует цепочки желтых и белых 
■спор. Появление диплоидных ядер обнаруживается благодаря 
появлению цепочки диплоидных спор, которые легко отли¬ 
чить по их зеленой окраске, характерной для организ¬ 
мов дикого типа. Такие споры можно отделить и ис¬ 
пользовать для выращивания диплоидного мицелия. Гап- 
лоидность никогда не восстанавливается путем мейоза; 
к ней приводит поочередная утрата одной хромосомы из 
каждой пары. Гаплоиды, возникающие в результате 
этого процесса, являются рекомбинантами между двумя ро¬ 
дительскими формами, так как каждая их хромосома может 
происходить от любого из родителей и во время митозов в 
диплоидном состоянии имеет место рекомбинация между па¬ 
рами хромосом. Это явление называется парасексуальностью; 
оно приводит к таким же генетическим последствиям, как и 
половой процесс, но не связано с обычными событиями слия¬ 
ния гамет и мейоза. Парасексуальность обусловливает гене¬ 
тическую рекомбинацию у несовершенных грибов, но для гри¬ 
бов, имеющих в своем цикле развития половую стадию, види- 
327 мо, большого значения не имеет. 


РЕКОМБИНАЦИЯ 
МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ ГЕНОВ 
У ДРОЖЖЕЙ 

Митохондрии дрожжей, как и других эукариот, напоминают 
бактерии по своей чувствительности к некоторым ингибиторам 
синтеза белка, не оказывающим никакого влияния на рибо¬ 
сомы эукариотической цитоплазмы. К этим ингибиторам от¬ 
носятся хлорамфеникол, эритромицин и спирамицин. 

Был выделен ряд мутантов Saccharomyces cerevisiae , 
устойчивых к тому или иному из этих антибиотиков. В каж¬ 
дом случае при скрещивании устойчивого гаплоидного штам¬ 
ма с чувствительным гаплоидным штаммом и мейотической 
споруляции образовавшегося диплоида признак устойчивости 
расщеплялся в соотношении 4:0, т. е. наследовался как «ци¬ 
топлазматический» фактор. Следовательно, изменение рибо¬ 
сомы, ответственное за устойчивость к антибиотику, не толь¬ 
ко осуществляется в митохондрии, но и определяется мито¬ 
хондриальным геном 1 . 

Большая серия экспериментов по скрещиванию, проведен¬ 
ных П. Слонимски (Р. Slonimski) и его сотрудниками, позво¬ 
лила установить, что митохондриальные гены, происходящие 
из двух родительских клеток дрожжей, рекомбинируют. По¬ 
лученные ими данные позволили построить частичную карту 
сцепления митохондриального генома. 

РЕКОМБИНАЦИЯ ХЛОРОПЛАСТНЫХ 
ГЕНОВ У CHLAMYDOMONAS 

Chlamydomonas reitihardi —одноклеточная зеленая водоросль, 
обладающая одним ядром, одним хлоропластом и нескольки¬ 
ми митохондриями (рис. 15.25). Это факультативно фотосин¬ 
тезирующий микроорганизм, который может расти в темноте 
в присутствии ацетата в качестве источника углерода и энер¬ 
гии. Половой жизненный цикл водоросли регулируется двумя 
аллелями одного гена, определяющими половой тип; этот ген 
обозначается mt. Половые типы и соответствующие аллель¬ 
ные детерминанты обозначаются mt + и mt~ (рис. 15.26). 

Р. Сэджер и ее коллеги выделили большое число мутан¬ 
тов, которые проявляют цитоплазматическое наследование. 
К ним относятся мутанты, дефектные по фотосинтезу и тре¬ 
бующие ацетат для роста на свету, температурочувствитель¬ 
ные мутанты, а также мутанты, устойчивые к ряду антибио¬ 
тиков, ингибирующих синтез белка в хлоропластах, но не в 
цитоплазме. При половом скрещивании наследуются мутации 
только от одного из родителей («материнское» наследовав 

1 Доказательство того, что гены устойчивости к антибиотикам у дрож¬ 
жей расположены в митохондриях, а не в цитоплазме, вытекает из того 
факта, что эти гены отсутствуют у некоторых дыхательных мутантов, кото- 
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Рис. 15.25. Схематиче¬ 
ское изображение среза 
клетки. КС — клеточная 
стенка; СВ — сократи¬ 
тельная вакуоль; М — 


митохондрион; Г — гла¬ 
зок (стигма); П — пире¬ 
ноид; К — зерна крах¬ 
мала; Я — ядро; Яд — 
ядрышко. В клетке име¬ 


ется один хлоропласт. 
(Sager R., Cytoplasmic 
Genes and Organelles, 
N.-Y., Academic Press, 
1972.) 



ние)\ во всех случаях наблюдается расщепление в отноше¬ 
нии 4:0, т. е. все четыре гаплоидных потомка наследуют тот 
аллель, который был у родителя mt+. Исключения из этого 
правила (присутствие обоих родительских аллелей у гаплоид¬ 
ного потомства) встречаются менее чем у 1% зигот. 

Известен ряд фактов, указывающих на то, что местом ло¬ 
кализации генов, наследуемых по материнской линии, являет¬ 
ся хлоропласт и большинство этих генов отвечает за такие 
функции хлоропластов, как фотосинтез и синтез белка рибо¬ 
сомами хлоропластов. Наследование от одного из родителей, 
как было позднее показано Сэджер, отражает полную дегра¬ 
дацию в зиготе хлоропластной ДНК, происходящей от роди¬ 
теля mt~. В очень небольшом числе зигот такой деградации 
не происходит; мейотические продукты, возникшие из этих 
редких зигот, содержат гетерозиготную хлоропластную ДНК 
и сохраняют ее на протяжении последующих митотических 
делений. При каждом митотическом делении появляются 
хлоропластные сегреганты, проявляющие фенотип одного из. 
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Рис. 15.26. Жизненный 
цикл Chlamydomonas 
reinhardi. Показана сег¬ 
регация половых типов, 
обозначенных (+) и 
{—), и несцепленной 


пары ядерных генов, 
обозначенных штрихов¬ 
кой или незаштрихован- 
ных. Перед спаривани¬ 
ем и слиянием гаплоид¬ 
ные подвижные клетки 


собираются в группы. 
[Sager R., Inheritance in 
the green alga, Chlamy¬ 
domonas reinhardi , Ge¬ 
netics, 40, 476 (1955).] 
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рекомбинанты, и это позволяет предположить, что между раз¬ 
личными хлоропластными генами имеется сцепление. 

Чтобы провести полный генетический анализ процесса рас¬ 
щепления, Сэджер стала искать подходы к повышению часто¬ 
ты появления зигот, наследующих хлоропластные маркеры от 
обоих родителей. Оказалось, что большинство таких зигот 
образуется при облучении родительских клеток mt+ ультра- 
330 фиолетом. Тогда родительская ДНК mt~ не разрушается и 
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более 50% зигот ведут себя как хлоропластные гетерозиготы. 
С помощью этого метода Сэджер удалось получить сегреган- 
ты и рекомбинанты в количестве, достаточном для построе¬ 
ния подробной генетической карты хлоропластного генома. 
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